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Die Regenerationsfähigkeit des zentralen Nervensystems (ZNS) unterscheidet 
sich erheblich von der des peripheren Nervensystems (PNS). Nur im PNS bleibt 
die regenerative Leistung lebenslang erhalten, wohingegen das adulte ZNS 
(Gehirn und Rückenmark) ein stark limitiertes Potenzial für Wachstum und 
Regeneration besitzt. Dabei variiert die Fähigkeit beschädigter Axone, wieder 
auszuwachsen und zugehörige Zielgewebe zu innervieren, sehr stark unter den 
verschiedenen Arten. Zum Beispiel regenerieren durchtrennte Axone in 
Wirbellosen und in niederen Vertebraten wie bei Fischen und Amphibien so, 
dass sie wieder exakt die gleiche synaptische Verbindung eingehen wie vor der 
Schädigung. Genauso verhält es sich bei Axonen fetaler oder neonataler 
höherer Vertebraten und Säugetiere. Ein ganz anderes Verhalten hingegen 
lässt sich bei verletzten Axonen adulter Vertebraten und Säugetiere 
beobachten. 
 
Wird ein peripherer Nerv eines adulten Vertebraten durchtrennt, ist dieser in der 
Lage, zu regenerieren, solange das zugehörige Perikaryon nicht zerstört ist. 
Der distal der Läsion gelegene Teil des Axons einschließlich seiner Synapse 
degeneriert. Auch am proximalen Axonstumpf laufen zunächst degenerative 
Prozesse ab. Bis zum nächstgelegenen Ranvier´schen Schnürring zerfallen 
Axon und Myelinscheide. Die Schwann-Zellen, die vorher die Myelinscheide 
gebildet haben, proliferieren und phagozytieren gemeinsam mit einwandernden 
Makrophagen die zugrunde gegangenen Axon- und Myelinreste. Der Zellkörper 
des betroffenen Neurons schwillt an, der Zellkern verlagert sich an den Rand 
der Zelle und es kommt zur sogenannten Chromatolyse, bei der die NISSL-
Substanz weitgehend verschwindet. Diese für das PNS typische Art der 
Zellantwort nennt man „Waller´sche Degeneration“. Hier enden die 
degenerativen Vorgänge und innerhalb weniger Stunden können sich kleine 
Aussprossungen an der Spitze des proximalen Axonstumpfes bilden. Diese 
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beginnen im Folgenden, sich zu regenerieren. Essentiell für eine erfolgreiche 
Nervenregeneration sind die Schwann-Zellen, höchstwahrscheinlich aufgrund 
der Produktion unterschiedlicher neurotropher Substanzen (TERENGI 1995) 
und der Bildung einer Myelinscheide für regenerierte Neuriten. Kann das 
Neuron erfolgreich in Kontakt mit seinem ursprünglichen Zielgewebe treten, 
nehmen Zellkörper und Zellkern wieder ihre ursprüngliche Morphologie und 
Lage an. Die NISSL-Substanz nimmt wieder zu und das Neuron ist voll 
funktionsfähig. 
 
Zwar können im adulten ZNS der Säugetiere nach einer Läsion kurze Fortsätze 
auswachsen und vereinzelt neue Synapsen eingegangen werden, allerdings 
wird mit zunehmender Zelldifferenzierung das axonale Wachstum immer weiter 
eingestellt. Eine Regeneration über längere Strecken ist äußerst selten. Durch 
die fehlende Fähigkeit des ZNS, einmal zerstörte Zellen und durchtrennte 
Fasern wieder zu ersetzen, führen neurodestruktive Einflüsse wie Trauma, 
Ischämie, Blutung, Intoxikation oder Infektion meist zu irreparablen, 
funktionellen Einbußen. Diese äußern sich durch kognitive Störungen oder 
Demenz (Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer) sowie nach Durchtrennung 
zentraler Nervenbahnen des Rückenmarks oder des Sehnervs durch 
Lähmungen bzw. Erblindung. Solche funktionellen Ausfälle des ZNS bedeuten 
zum einen ein hohes individuelles Leid für den Betroffenen, aber auch eine 
enorme Kostenbelastung für die Gesellschaft, da Pflege- und 
Rehabilitationsmaßnahmen für die Patienten finanziert werden müssen. Die 
Notwendigkeit, effektive Therapiemöglichkeiten auf dem Gebiet der 
Regeneration des ZNS zu finden, ist also aus vielen Gründen gegeben. 
 
Therapeutische Interventionen zum Ausgleich solcher neurologischer Defizite 
zielen häufig auf medikamentöse Neuroprotektion und die Implantation 
embryonaler Neurone und neuronaler Stammzellen in Läsionsstellen ab. Ein 
anderer therapeutischer Ansatz, der auch im Rahmen dieser Arbeit genauer 
verfolgt werden soll, beinhaltet die funktionelle Überbrückung zentral-nervöser 
Läsionen durch peripher-nervöse Bypässe. Dabei wird die oben bereits 
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beschriebene Regenerationsfähigkeit des PNS in Form eines peripheren 
Nerventransplantats (PNT) ausgenutzt, um eine Umgebung zu schaffen, in der 
zentral-nervöse Axone regenerieren können. Der klinische Einsatz dieser Art 
der Nervenreparatur ist zwar auf sehr spezielle Fälle beschränkt, aber trotzdem 
von hohem, wissenschaftlich-experimentellem Interesse. In der vorliegenden 
Arbeit soll deshalb untersucht werden, welche Langzeitauswirkungen eine 
solche Transplantation auf Neurone des ZNS hat. 
 
 
1.2 Aufbau und Funktion der visuellen Bahn 
 
Der neuronale Teil der visuellen Bahn besteht im Wesentlichen aus Retina 
(Netzhaut), Sehnerv, Corpus geniculatum laterale (lateraler Kniehöcker), 
Colliculus superior (Colliculus superior bei Säugern, optisches Tektum bei 
niederen Tieren) und visuellem Kortex. Im Folgenden sollen die einzelnen 
Stationen der visuellen Bahn kurz erläutert werden. 
 
Die im Laufe der embryonalen Entwicklung aus dem Neuroektoderm, durch 
Ausstülpung des Zwischenhirns (Diencephalon) entstandene Retina bietet 
optimale, experimentelle Voraussetzungen für die Untersuchung der 
neuronalen Regenerationsfähigkeit im ZNS. Sie ist ein „vorgelagerter“, leicht 
zugänglicher Teil des ZNS, der mit diesem über den Sehnerv in direktem 









Abb.1  Schematischer Querschnitt durch die Retina 
Einfallendes Licht muss aufgrund der inversen Struktur der Retina erst sämtliche 
Schichten durchqueren, bevor es auf die Photorezeptoren (Stäbchen und Zapfen) 
trifft, die im Verlauf der Sehbahn das erste Neuron darstellen und optische Reize in 
neuronale Signale umwandeln. Über die Bipolarzellen (zweites Neuron) in der inneren 
Körnerschicht werden die Signale an die retinalen Ganglienzellen weitergeleitet, die 
im Verlauf der Sehbahn das dritte Neuron darstellen und deren Axone den Sehnerven 
bilden. Horizontal- und amakrine Zellen bilden interneuronale Quervernetzungen in 
den synaptischen Zonen und dienen damit der Kontrastverstärkung. Müllerzellen sind 
speziell differenzierte, retinale Gliazellen, die mit ihren langen Fortsätzen die innere 
und äußere Gliagrenzmembran bilden. Die innere Gliagrenzmembran trennt die 
Retina vom Glaskörper. Dem Pigmentepithel werden vor allem Funktionen bei der 
Wiederverwertung des Sehfarbstoffes Rhodopsin zugeordnet. Über die Choroidea 






Die Axone der in der Ganglienzellschicht liegenden retinalen Ganglienzellen 
(RGZ) verlassen gebündelt die Retina und bilden in ihrer Gesamtheit den 
Sehnerv. Direkt oberhalb der Hypophyse vereinigen sich die beiden optischen 
Nerven im Chiasma opticum, in dem eine partielle Faserkreuzung stattfindet. 
Hierbei kreuzen nur die von den nasalen Retinahälften kommenden Axone die 
Mittellinie, während die temporalen Fasern ungekreuzt passieren. Im Anteil 
kreuzender Fasern zeigen sich erhebliche Unterschiede bei den verschiedenen 
Tierarten. Während bei Primaten circa 50 % der Fasern kreuzen, sind es bei 
Huftieren ungefähr 90 % und bei Nagetieren, wie der Ratte, bis zu 95 %. Bei 
niederen Wirbeltieren und Vögeln kreuzen sogar alle Fasern im Chiasma 
opticum zur Gegenseite. Gekreuzte und nicht-gekreuzte Fasern ziehen dann im 
rechten bzw. linken Tractus opticus um das Zwischenhirn herum und enden 
zum größten Teil im ipsilateralen Corpus geniculatum laterale (CGL). Hier 
erfolgt eine Umschaltung der Nervenfasern auf das vierte Neuron der Sehbahn, 
dessen Fasern in der Sehstrahlung (Radiatio optica) bis zum visuellen Kortex 
ziehen. Etwa 10 % der Axone ziehen ohne Umschaltung durch das CGL 
hindurch und gelangen unmittelbar zu den Nuclei praetectales, zu den Colliculi 
superiores und zum Thalamus. Die im Mittelhirn gelegenen bilateral angelegten 
Colliculi superiores gelten als optisches Reflexzentrum. Über diese Fasern 
werden vor allem sich rasch ändernde, optische Reize vermittelt. Außerdem 
steuert der Colliculus superior (CS) bei Primaten die schnellen 
Augeneinstellbewegungen (Sakkaden), die es ermöglichen, den Blick auf 
bestimmte Ziele zu richten. Auch Lidschluss- und Akkomodationsreflex sind 
über den CS verschaltet. In der folgenden Grafik ist der Verlauf der visuellen 





Abb. 2  schematischer Verlauf der Sehbahn 
Die ersten drei Neurone der Sehbahn liegen in der Retina, von der aus die optischen 
Informationen über den Sehnerv und den Tractus opticus an das im CGL befindliche, 
vierte Neuron weitergeleitet werden. Die Neurone des im lateralen Zwischenhirn 
lokalisierten CGL werden in ein parvo- und ein magnozelluläres System eingeteilt. 
Während das magnozelluläre System vor allem der Bewegungswahrnehmung und der 
nicht-farblichen, groben Objektwahrnehmung dient, vermittelt das parvozelluläre 
System eine sehr hohe Auflösung von Strukturen und die Erkennung von Farben. Die 
Fasern aus dem CGL verlaufen innerhalb der Sehstrahlung (Radiatio optica) zur 
primären Sehrinde im Bereich des Okzipitalpols, die die Area 17 nach Brodmann 
einnimmt. Hier erfolgt die Bewusstwerdung der visuellen Impulse, aber keine 
weitergehende Interpretation. Dafür ist die sogenannte sekundäre Sehrinde (Areae 18 
und 19 nach Brodmann) verantwortlich, die ihre Afferenzen von der primären 
Sehrinde erhält und als integratives, visuelles Verarbeitungsareal mit zahlreichen, 
kortikalen Bereichen in Verbindung steht. 
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1.3 Ziele der Arbeit 
 
Der Ersatz des durchtrennten Sehnervs durch ein peripheres 
Nerventransplantat ist mittlerweile ein fest etabliertes Modell in der 
Regenerationsforschung. Oftmals wird es dazu genutzt, die neuritogene Potenz 
von intravitreal injizierten Pharmaka zu testen, die ggf. zu einer Zunahme der in 
das PNT einwachsenden RGZ-Axone führen. Zudem lieferte das Modell bereits 
relevante, funktionelle Daten, z. B. nach Rekonnektion regenerierender Axone 
mit zentralen visuellen Arealen. 
 
Zum einen soll in dieser Arbeit die Frage nach der Langzeitwirkung eines 
solchen PNT auf die Retina geklärt werden. Zum anderen gilt es, genauer zu 
beleuchten, ob Unterschiede der Stabilisierung der RGZ identifizierbar sind, die 
auf die verschiedenen Zielgebiete des PNT zurückgeführt werden können. 
 
Folgende experimentelle Ziele wurden angestrebt: 
 
1.) Stabilisierung regenerierender RGZ durch Umleitung der Axone in ein 
peripheres Nerventransplantat sowie in peripher-nervöses Zielgewebe 
(quergestreifte Muskulatur) über sechs und neun Monate 
 
2.) Identifizierung zellulärer, morphologischer, funktioneller und ultra-
struktureller Aspekte der Stabilisierung der RGZ 
 
3.) Registrierung von Unterschieden der Stabilisierung in Abhängigkeit von 
der jeweiligen Hirnregion, mit der das PNT in Kontakt tritt 
 
4.) Erfassung eventueller Neurotransmitteränderungen mit Hilfe neuro-







2.1 Das Problem der Regeneration im ZNS 
 
RAMON Y CAJAL (1928) postulierte zu Beginn des 20. Jahrhunderts die 
allgemeine Regenerationsunfähigkeit des ZNS adulter Säugetiere. Er hatte 
beobachtet, dass durchtrennte, zentral-nervöse Axone adulter Säugetiere nicht 
erneut auswachsen und die verletzten Neurone absterben. Somit war ein 
Dogma der Medizin geboren, das erst nach über fünfzig Jahren gebrochen 
werden sollte. Für Ramon y Cajal lag dem Regenerationsdefizit des ZNS die 
Abwesenheit von Schwann-Zellen zugrunde, die im PNS für die gliale 
Myelinisierung der Axone verantwortlich sind. 
 
Dem Regenerationsdefizit im ZNS von Säugetieren steht die Tatsache 
gegenüber, dass Neurone des PNS und auch zentrale Neurone von kaltblütigen 
Wirbeltieren wie z. B. von Amphibien und Fischen zeitlebens in der Lage sind, 
auf Verletzungen mit spontaner axonaler Regeneration und funktioneller 
Restauration zu reagieren (SPERRY 1944). Erst Anfang der 80er Jahre konnte 
die Arbeitsgruppe um Albert J. Aguayo diese grundsätzliche Fähigkeit zur 
Regeneration auch bei zentralen Neuronen von Säugetieren nachweisen 
(DAVID und AGUAYO 1981). In einem neuen experimentellen Modell, in dem 
Hirnstamm und Rückenmark über ein peripheres Nerventransplantat verbunden 
wurden, zeigten sie, dass verletzte Axone zentraler Neurone über lange 
Distanzen regenerieren können, wenn die gliale Umgebung des ZNS durch die 
wachstumsfördernde Umgebung eines peripheren Nervs ersetzt wird. Dieses 
Transplantationsmodell war Ausgangspunkt für zahlreiche, weitere 
Untersuchungen der Regeneration von Nervenzellen in unterschiedlichen 
Regionen des ZNS. In den folgenden Jahren konnte die Regeneration bei 
Neuronen im Kortex (BENFEY und AGUAYO 1982), im olfaktorischen System 





Die peripheren Nerventransplantate, zumeist Segmente des Ischiasnervs, 
bestehen zum größten Teil aus Schwann-Zellen, extrazellulärer Matrix und 
Bindegewebe. Die peripheren Neurone degenerieren, so dass vor allem die 
nicht-neuronalen Komponenten und ihre wachstumsfördernde Wirkung auf 
ZNS-Axone ins Blickfeld der Forschung gerieten. 
 
Gegenstand dieser Diskussion soll die Langzeitwirkung sein, die ein PNT auf 
die Regeneration an Retina und Sehnerv hat. Wie bereits erwähnt eignet sich 
die Retina mit ihren RGZ besonders gut für Regenerationsstudien des ZNS, da 
sie embryonal aus dem Zwischenhirn (Diencephalon) entstanden ist und somit 
als dessen Ausstülpung verstanden werden kann. 
 
2.2 Ursachen des Regenerationsdefizits im ZNS 
 
Da vor allem den nicht-neuronalen Komponenten eine entscheidende 
Bedeutung im Regenerationsprozess zugeschrieben wurde, soll nachfolgend 
auf die glialen und neurotrophischen Einflüsse sowie den reifungsassoziierten 
Verlust bzw. die altersabhängige Reduktion der intrinsischen 
Regenerationsfähigkeit der Neurone eingegangen werden. 
 
2.2.1 Gliale Einflüsse 
 
Ein entscheidender Unterschied zwischen ZNS und PNS ist die nicht-neuronale 
Umgebung, und hier insbesondere die Glia. Zur Glia des ZNS werden 
Oligodendrozyten, Astrozyten und Mikrogliazellen gezählt. Die Schwann-Zellen 
stellen die Myelin-bildenden Zellen im PNS dar. Regenerationsrelevante 
Charakteristika der einzelnen Gliazelltypen sollen kurz erläutert werden. 
 
Oligodendrozyten: Vom ZNS-Myelin der Oligodendrozyten geht ein 
wachstumshemmender Effekt auf Neuriten aus (SCHWAB und CARONI 1988), 
der auf sogenannte Nogo-Proteine zurückgeführt wird (CHEN et al. 2000). 
Diese Inhibitoren erwiesen sich als nicht myelin-gebunden, sondern als an das 
endoplasmatische Retikulum der Oligodendrozyten assoziierte Proteine 
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(GRAND PRE et al. 2000). Die Regeneration isolierter Wurzelganglionneurone 
nach Implantation in die weiße Gehirnsubstanz (DAVIES et al. 1997) trotz 
Konfrontation mit Oligodendrozyten wird dahingehend interpretiert, dass die 
inhibitorischen Nogo-Proteine nur bei Verletzung der Oligodendrozyten 
freigesetzt werden oder an deren Oberfläche gelangen und eine solche 
Verletzung durch minimalinvasives Vorgehen weitestgehend verhindert werden 
kann (GOLDBERG und BARRES 2000). 
 
Ein weiterer Myelin-assoziierter Inhibitor im reifen ZNS ist das 
Oligodendrozytenmyelin Glykoprotein (OMgp), das zum Kollabieren von 
Wachstumskegeln führt und somit das Auswachsen von Neuriten hemmt 
(KOTTIS et al. 2002). 
 
Ein drittes regenerations-inhibitorisches Protein, das an dieser Stelle genannt 
werden soll, ist das Myelin-assoziierte Glykoprotein (MAG). Es handelt sich um 
ein transmembranöses Protein, das sowohl im ZNS als auch im PNS exprimiert 
wird und die axonale Regeneration im ZNS negativ beeinflusst 
(MUKHOPADHYAY et al. 1994). 
 
Astrozyten: Eine Verletzung des ZNS geht mit einer lokalen Aktivierung und 
Hypertrophie von Astrozyten einher, die die durch degenerierte Neurone 
entstandenen Hohlräume narbig ausfüllen und so eine unüberwindbare 
Wachstumsbarriere (Astrogliose) für regenerierende Axone darstellen (RAMON 
Y CAJAL 1928). Verstärkt wird die rein mechanische Inhibition der „Glianarbe“ 
durch die Sekretion von inhibitorisch wirkenden Molekülen wie z. B. 
Chondroitinsulfatproteoglykanen durch aktivierte Astrozyten (CANNING et al. 
1996). Diffizil wird eine endgültige Einordnung der Astrozyten in das 
Regenerationsgeschehen dadurch, dass sie auch eine Vielzahl neurotropher 
Substanzen produzieren, wie z. B. Laminin, ein wachstumsförderndes Molekül 
der Extrazellulärmatrix (GRAEBER und KREUTZBERG 1988). Die Gruppe um 
ARD (1991) zeigte in Experimenten mit neuronalen und astroglialen Zellen in 
Kokultur, dass eine Regeneration der Neurone durchaus mit der Anwesenheit 
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von Astrozyten vereinbar ist. Neuere Untersuchungen belegen, dass das 
Vorhandensein von Astrozyten sogar essentiell für das Überleben der Neurone 
ist (CUI et al. 2001, ZHAO et al. 2003) bzw. die axonale Elongation fördert 
(PIONTEK et al. 2002). 
 
Mikrogliazellen: Promonozyten der frühembryonalen Entwicklungsstadien 
wandern vor Etablierung der Blut-Hirn-Schranke hämatogen in das ZNS-
Parenchym ein und werden dort zu residenten Mikrogliazellen (MOORE und 
THANOS 1996). Ontogenetisch betrachtet handelt es sich somit um die 
einzigen Zellen des ZNS mesodermalen Ursprungs. Sie sind in der Lage, 
traumatisierte Neurone als „verletzt“ zu erkennen und diese selektiv per 
Phagozytose aus dem Gewebeverbund zu eliminieren (SCHNITZER und 
SCHERER 1990). Wie am Modell fluoreszenzmarkierter, axotomierter RGZ 
belegt wurde, sind Mikrogliazellen aktiv am Zelltod beteiligt (THANOS et al. 
1994). Neben traumatisierten Neuronen führt auch eine erblich bedingte 
Neurodegeneration zu mikroglialer Aktivierung und Phagozytose. Sogar die 
Entfernung überzählig angelegter Neurone während der Embryonalentwicklung 
erfolgt durch Mikroglia (MOORE und THANOS 1996, THANOS 1991). Nach 
pharmakologischer Unterdrückung der Eigenschaften der Mikroglia durch 
intravitreal injizierten microglia inhibiting factor (MIF) zeigt sich eine deutliche 
Zunahme überlebender, axotomierter RGZ und regenerierender Axone in ein 
peripheres Nerventransplantat (THANOS et al. 1993, THANOS und MEY 1995). 
 
Schwann-Zellen: Den myelinisierenden Zellen des PNS werden als einzigem 
Gliatyp eindeutig überlebens- und wachstumsfördernde Einflüsse auf 
traumatisierte Neurone zugeschrieben. Die Eigenschaften der Schwann-Zellen 
garantieren, dass durchtrennte Neuriten peripherer Nerven wieder auswachsen 
können, remyelinisiert werden und letztlich erneut Synapsen mit dem 
Zielgewebe eingehen (TERENGI 1995). Sie sind befähigt, sich nach Verletzung 
eines peripheren Nervs wieder zu vermehren (SALZER und BUNGE 1980) und 
für Neurone notwendige Zelladhäsionsmoleküle, Extrazellulärmatrix-
komponenten und sogenannte Neurotrophine zu synthetisieren (BUNGE 1994, 
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TERENGI 1995). Ein entscheidender neurotropher Wachstumsfaktor, der von 
den Schwann-Zellen synthetisiert wird, ist der nerve growth factor (NGF). 
 
Bei der Transplantation eines peripheren Nervensegments an den Sehnerv, wie 
sie auch in der vorliegenden Arbeit durchgeführt wurde, werden automatisch 
Schwann-Zellen importiert, die das axonale Wachstum der RGZ stimulieren. 
Schwann-Zellen können aber auch direkt, d. h. ohne PNT, transplantiert werden 
und eine regenerationspermissive Umgebung für Neurone im ZNS schaffen. 
Tight- und gap-junctions zwischen den regenerierenden Axonen und den 
Schwann-Zellen vermitteln dabei die molekularen Wechselbeziehungen 
zwischen diesen beiden Zelltypen (DEZAWA 2002). 
 
2.2.2 Neurotrophe Einflüsse 
 
Das innervierte Zielgewebe hat entscheidenden Einfluss auf die Regeneration 
von Axonen, und zwar in Form von dort synthetisierten Neurotrophinen. 
Wichtige Vertreter sind z. B. der brain derived neurotrophic factor (BDNF) oder 
der ciliary neurotrophic factor (CNTF). Es handelt sich um peptidische 
Substanzen, deren Synthese im innervierten Zielgewebe stattfindet und die 
retrograd über den axonalen Transport in die Zellkörper gelangen 
(OPPENHEIM 1991). Durch eine Axotomie im ZNS geht dem Neuron nicht nur 
seine Neurotrophinversorgung verloren, sondern auch seine Responsivität auf 
diese peptidischen Substanzen (GOLDBERG und BARRES 2000), was auf 
verminderte cAMP-Spiegel infolge reduzierter, elektrischer und synaptischer 
Aktivität in den traumatisierten Nervenzellen zurückzuführen ist (BLINZINGER 
und KREUTZBERG 1968, MEYER-FRANKE et al. 1998, NORTHMORE 1987). 
Diese Annahme wird dadurch gefestigt, dass eine intravitreale Applikation von 
Neurotrophinen wie BDNF oder CNTF den Degenerationsprozess axotomierter 
RGZ nur vorübergehend verzögern kann (MANSOUR-ROBAEY et al. 1994, 
MEY und THANOS 1993). Folge einer Axotomie zentraler Neurone ist demnach 
immer ein verzögerter, retrograder Zelltod, wobei die Art des Traumas, die 
Entfernung zum Zellsoma und das Alter des Tieres maßgeblichen Einfluss 
nehmen (BERKELAAR et al. 1994, VILLEGAS-PEREZ et al. 1993). Im adulten 
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PNS kann der Prozess des retrograden Zelltods aufgrund fehlender trophischer 
Stimulation aus dem Zielgewebe durch die Schwann-Zellen verhindert werden 
(BUNGE 1994, TERENGI 1995). 
 
2.2.3 Intrinsische Einflüsse 
 
Unter dem Begriff „intrinsische Einflüsse“ werden die molekularen 
Komponenten intrazellulärer Signaltransduktionskaskaden und deren 
Expressionsmuster zusammengefasst. Sie haben entscheidenden Einfluss auf 
das Schicksal eines Neurons. Ein mit zunehmendem Alter reduziertes 
intrinsisches Regenerationspotenzial gilt als Erklärung für die Abnahme der 
Regenerationsfähigkeit zentral-nervöser Neurone im Laufe der Ontogenese. 
Der Rückgang des intrinsischen Regenerationspotenzials der Neurone ist 
jedoch teilweise reversibel und wird unter anderem durch die neuronale 
Umgebung beeinflusst. Unterschiedliche Neuronenpopulationen des adulten 
ZNS zeigen nach Transplantation eines PNT unterschiedliche 
Regenerationsfähigkeiten. Während eine Regeneration in Thalamus, Striatum 
und Cerebellum möglich ist, regenerieren thalamokortikale bzw. striatale 
Projektionsneurone oder Purkinje-Zellen des Kortex kaum (ANDERSON et al. 
1998). Intrinsische Faktoren, denen im Regenerationsprozess eine Bedeutung 
zugeschrieben wird, sind z. B. das Growth-Associated Protein-43 (GAP-43) 
(MEYER et al. 1994, SCHADEN et al. 1994), Proteine der Bcl-2-Familie (B-cell 
lymphoma 2) (CHEN et al. 1997) sowie der endogene Gehalt an cAMP 
(cyklisches Adenosinmonophosphat) (CAI et al. 2001) und Purinnukleosiden 
wie Inosin (BENOWITZ et al. 1998, BENOWITZ et al. 2002). Einfluss auf das 
Schicksal eines Neurons nehmen diese Faktoren zumeist als Regulatoren der 
Apoptose (programmierter Zelltod). Sie können sowohl proapoptotisch als auch 
antiapoptotisch wirken. Beispielsweise zeigen Bcl-2-überexprimierende Mäuse 
einen stark retardierten retinalen Ganglienzelltod (CHIERZI et al. 1998), was die 
regulative Funktion von Bcl-2 für das Überleben und Auswachsen der RGZ 
demonstriert. Zusammenfassend geben diese und andere Untersuchungen 




2.3 Strategien zur Überwindung des Regenerationsdefizits im 
ZNS unter Umgehung der ZNS-Mikroumgebung 
 
2.3.1 Periphere Nerventransplantation 
 
Wie bereits erwähnt können sowohl die Axone retinaler Ganglienzellen als auch 
die Axone anderer Teile des ZNS mit Hilfe peripherer Nerventransplantate 
regenerieren, d. h. erneut auswachsen (BENFEY und AGUAYO 1982, DAVID 
und AGUAYO 1981, FRIEDMAN und AGUAYO 1985, VIDAL-SANZ et al. 
1987). Diese Tatsache zeigt, welchen entscheidenden Einfluss eine 
regenerationspermissive Umgebung auf das Regenerationsvermögen der 
Axone des ZNS hat. Ein PNT dient den regenerierenden RGZ dabei nicht nur 
als eine sogenannte „Leitschiene“ für die Axone, sondern hat auch noch weitere 
Vorteile, auf die im Folgenden eingegangen werden soll. 
 
Prinzipiell ist eine potenzielle Regeneration natürlich nur möglich, wenn ein 
gewisser Anteil der RGZ nach einer Axotomie überlebt. Die Verwendung 
peripherer Nerventransplantate ist auch hierbei ein entscheidender Faktor. 
Durch ein PNT wird nicht nur die axonale Regeneration stimuliert, sondern auch 
die Anzahl überlebender RGZ nach einer Axotomie erhöht (VILLEGAS-PEREZ 
et al. 1988). 
 
Als ebenfalls entscheidend auf die Anzahl überlebender RGZ hat sich die 
Lokalisation der Verletzung herausgestellt. Bereits frühere Untersuchungen 
deuteten darauf hin, dass der Abstand zwischen Zellkörper und Läsion 
entscheidenden Einfluss auf den Schweregrad und den zeitlichen Ablauf der 
Zellschädigung nimmt (BARRON et al. 1986, LIEBERMAN 1971). Eine 
intraorbitale Durchtrennung der Axone hat ein schnelleres und prozentual 
höheres Absterben der Axone zur Folge als eine intrakranielle Axotomie 
(MISANTONE et al. 1984). Auch bei der peripheren Nerventransplantation 
spielt die Lokalisation der Anastomose zwischen zentralem und peripherem 
Nerv eine entscheidende Rolle. Werden die peripheren Nerventransplantate 
direkt in die Retina eingeführt (AGUAYO 1985) oder intraorbital an den 
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Sehnervenstumpf adaptiert (VIDAL-SANZ et al. 1987), zeigt sich ein stärker 
ausgeprägtes axonales Wachstum als bei einer intrakraniellen Anastomose 
(RICHARDSON et al. 1982). 
 
Bemerkenswert ist, dass es sowohl bei intraorbitaler als auch bei intrakranieller 
Axotomie erst nach einer zeitlichen Verzögerung zwischen dem siebten und 14. 
Tag nach der Axotomie zum Zelltod der meisten RGZ kommt (BERKELAAR et 
al. 1994). VILLEGAS-PEREZ et al. (1993) definierten zwei Phasen des 
Absterbens der RGZ, wobei während der ersten Phase bis zu zwei Wochen 
nach der Axotomie bereits ein Großteil der RGZ abstirbt und in der darauf 
folgenden zweiten Phase das Absterben der übrigen RGZ verlangsamt abläuft. 
 
ROBINSON und MADISON (2000) zeigten, dass auch die Art der Adaptation 
von PNT und zentralem Nerv von Bedeutung ist. Bei Verwendung von 
Fibrinkleber an der Verbindungsstelle kann im Vergleich zur herkömmlichen 
Nahttechnik die Anzahl der in das Transplantat einwachsenden Axone um das 
Siebenfache gesteigert werden. Die Transplantation eines zuvor beschädigten 
peripheren Nervs steigert die Überlebensrate der RGZ sowie die axonale 
Regeneration drei Monate nach Transplantation signifikant gegenüber der 
Kontrollgruppe, bei der ein unverletzter Ischiasnerv transplantiert wird (BÄHR et 
al. 1992). Transplantationsversuche, bei denen ein sogenanntes 
„praedegeneriertes“ PNT (Aufbewahrung für drei Tage in Kochsalzlösung bei 
+8°C, ohne spezielle Aufbereitung) verwendet wurde, zeigen im Vergleich zu 
frisch entnommenen peripheren Nerventransplantaten bezogen auf die axonale 
Regeneration keinen signifikanten Unterschied (DECHERCHI und GAUTHIER 
1996). Drei Tage nach der in vitro-Degeneration des PNT sind die für die 
Regeneration zentral-nervöser Axone notwendigen Komponenten (z. B. 
Schwann-Zellen) offensichtlich noch wirkungseffektiv. 
 
Wie bereits unter 2.1.1.1 beschrieben, wird den im PNT vorkommenden 
Schwann-Zellen eine besondere Bedeutung im Regenerationsprozess 
zugeschrieben. Während die peripheren Axone im PNT nach der 
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Durchtrennung degenerieren, bleiben die Schwann-Zellen zum größten Teil 
stabil und proliferieren innerhalb des PNT (AGUAYO 1985). Sie sind für die 
Myelinisierung der einwachsenden Axone zuständig, die mit dem 
Myelinisierungsmuster des PNS identisch ist (WATANABE et al. 1994). Weitere 
regenerationsfördernde Eigenschaften der Schwann-Zellen, wie die Sekretion 
von neurotrophen Faktoren, wurden bereits erläutert. 
 
Da für die angestrebte funktionelle Regeneration der RGZ nicht nur ein 
kurzfristiges, sondern auch ein dauerhaftes Überleben entscheidend ist, soll in 
der vorliegenden Arbeit genau diese Langzeitstabilisierung retinaler 
Ganglienzellen durch Verwendung eines PNT untersucht werden. THANOS und 
VANSELOW (1989) zeigten bereits, dass retinale Ganglienzellen zumindest 
über mehrere Wochen nach einer Axotomie die Fähigkeit zur Regeneration in 
periphere Nerventransplantate beibehalten. Dabei beginnen die Axone sechs 
Tage nach der Transplantation am Sehnervenstumpf nachzuwachsen 
(TRECARTEN et al. 1986, VIDAL-SANZ et al. 1987) und schreiten mit einer 
Geschwindigkeit von ungefähr 1,33 mm pro Tag fort, um die Distanz zwischen 
Retina und zentralem Zielgebiet innerhalb von vier bis fünf Wochen zu 
überbrücken (THANOS 1992). 
 
Davon ausgehend, dass das Erreichen des zerebralen Zielgebietes und damit 
verbunden die Versorgung mit neurotrophen Faktoren einen entscheidenden 
Einfluss auf die funktionelle Regeneration der RGZ hat, zeigten CARTER et al. 
(1989), dass Axone mittels eines peripheren Nerventransplantats in der Lage 
sind, den Colliculus superior (CS) zu erreichen und dort Synapsen 
auszuformen. Diese synaptischen Kontakte sind morphologisch sowie 
funktionell systemtypisch und werden langzeitstabilisiert. Morphologisch 
unterscheiden sich die regenerierten Synapsen von den retinocolliculären 
Kontrollsynapsen durch die größere Fläche einiger Nervenendigungen und 




Auch auf Ebene der funktionellen Regeneration lassen sich durch die 
Verwendung peripherer Nerventransplantate positive Effekte erzielen. Die im 
PNT ablaufenden regenerativen Vorgänge ermöglichen bei Ratten die 
Restauration des Pupillokonstriktionsreflexes (THANOS 1992), das Ableiten 
visuell evozierter Potenziale aus dem Kortex und eine einfache visuelle 
Perzeption (THANOS et al. 1997). 
 
Retrograde Markierungen mit Fluoreszenzfarbstoffen zeigten zum einen die 
heterogene Morphologie der regenerierenden RGZ als auch ihren 
unterschiedlichen Anteil an den in das Transplantat einwachsenden Axonen 
(THANOS und MEY 1995). Die Einteilung retinaler Ganglienzellen anhand ihrer 
Morphologie und ihr jeweiliger Anteil an der regenerierenden Zellpopulation soll 
auch Bestandteil dieser Arbeit sein. 
 
Eine Transplantation peripherer Nervensegmente zur Reparatur der verletzten 
visuellen Bahn beim Menschen, z. B. nach Schädel-Hirn-Trauma, ist derzeit 
nicht möglich. Der komplizierte chirurgische Zugang und die Art der retinalen 
Gefäßversorgung beim Menschen erschweren das Verfahren. Während die 
Arteria centralis retinae bei Nagern in den Meningen des Sehnervs verläuft, ist 
sie beim Mensch im Sehnerv lokalisiert. Somit wird bei bulbusnaher 
Durchtrennung des Sehnervs in der Regel auch die Blutversorgung zerstört, 
was eine Transplantation peripherer Nervensegmente obsolet macht. 
 
Der klinische Einsatz der peripheren Nerventransplantation beschränkt sich 
bisher auf bestimmte Fälle von Rückenmarksverletzungen, bei denen die 
Funktionen der oberen Extremitäten eingeschränkt sind. In diesen Fällen 
wurden entweder der noch funktionsfähige Zwerchfellnerv (XU et al. 2002) oder 
der Brustmuskelnerv (SAMARDZIC et al. 2002) zur Ersatzinnervation 
herangezogen. Nachdem eine Anastomose mit den entsprechenden, funktionell 
defizitären Nerven der Armmuskulatur hergestellt worden ist, kommt es in der 




2.3.2 Umleitung retinaler Ganglienzellaxone in periphere Innervations-
gebiete (quergestreifte Muskulatur) 
 
Während die periphere Nerventransplantation ein etabliertes Verfahren zur 
Stabilisierung zentral-nervöser Neurone darstellt, ist die Umleitung der 
zentralen Ganglienzellaxone in quergestreifte Muskulatur eine noch weniger 
detailliert beschriebene Methode in der Neuroregenerationsforschung. 
 
Motoneurone sind im Dienst der Motorik stehende Neurone, deren Axone zu 
den Skelettmuskeln ziehen und dort in Form einer sogenannten motorischen 
Endplatte synaptisch enden. Der verwendete Neurotransmitter ist Acetylcholin 
(ACh), weshalb man auch von cholinergen Neuronen spricht. ACh wird aus 
Cholin und Acetyl-Coenzym A synthetisiert. Katalysiert wird diese Reaktion 
durch das Enzym Cholinacetyltransferase (ChAT), das im Soma cholinerger 
Nervenzellen exprimiert wird. Cholinerge Neurone finden sich nicht nur im PNS, 
sondern auch im ZNS und in der Retina. Die ChAT-exprimierenden Zellen in 
der Retina wurden als amakrine Zellen identifiziert (HAYDEN et al. 1980) und 
aufgrund ihrer Morphologie starburst-Zellen genannt (AMMERMÜLLER und 
WEILER 1981). Sie sind relativ regelmäßig innerhalb der Ganglienzellschicht 
und der inneren nukleären Schicht der Retina angeordnet (KONDO et al. 1985). 
 
TAN und HARVEY (1999) zeigten, dass RGZ, die über ein PNT mit 
Muskelgewebe in Kontakt stehen, ihre Axone in das Fremdgewebe hinein 
regenerieren können. Die Länge der Axone beträgt vom distalen Ende des PNT 
ausgehend 300 – 465 µm innerhalb des Muskelgewebetransplantats. Parallel 
zu den Muskelfasern verlaufend, zeigen die Axone an ihren Endigungen große 
Schwellungen, die motorischen Endplatten ähneln. 
 
Im Rahmen dieser Arbeit soll durch direkte Konfrontation der retinalen 
Ganglienzellaxone mit der Makro- und Mikroumgebung eines Skelettmuskels 
(Musculus masseter) herausgefunden werden, ob die RGZ auf diese Weise 
langzeitstabilisiert werden können und ob morphologische oder biochemische 
Veränderungen der RGZ zu detektieren sind. 
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Als Versuchstiere dienten weibliche und männliche, adulte Ratten des „Sprague 
Dawley“-Stammes (Rattus norvegicus) mit einem Gewicht von 180 bis 250 g. 
Zum einen wird dieser Stamm in der zentralen tierexperimentellen Einrichtung 
der Medizinischen Fakultät der Universität Münster gezüchtet, zum anderen 
wurden einige Tiere von der Firma Charles River bezogen. Die Haltung erfolgte 
paarweise bei einer Raumtemperatur von 18 bis 20°C unter natürlichem Hell-
Dunkel-Rhythmus in üblichen Zuchtbehältern (Makrolon, Typ III). Als Nahrung 
stand den Tieren eine ad libitum Diät aus Standard-Alleinfutter und 
Leitungswasser zur Verfügung. Über alle genehmigungspflichtigen und mit 
Zulassung der Bezirksregierung bzw. des LANUV NRW durchgeführten 
Tierversuche (Aktenzeichen G26/2006 vom 13. Juli 2006, genehmigt durch die 
Bezirksregierung Münster mit Sitz in Münster und Aktenzeichen 36.07.095 vom 
15. Juni 2007, genehmigt durch das LANUV NRW mit Sitz in Recklinghausen) 
wurde gemäß § 9a (1) des Tierschutzgesetzes Protokoll geführt. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 81 Ratten benötigt, deren 
Verteilung sich wie folgt gestaltet: 
 
● Gruppe I:  Axotomie des Sehnervs + PNT + Verbindung zum Kortex 
   ► 13 Tiere (davon 12 für retrograde Färbung) 
 
● Gruppe II:  Axotomie des Sehnervs + PNT + Verbindung zum CS 
  ► 14 Tiere (davon 10 für retrograde Färbung) 
 
● Gruppe III:  Axotomie des Sehnervs + Verbindung mit Kaumuskulatur 
  ► 14 Tiere (davon 14 für retrograde Färbung) 
 
● Gruppe IV: Axotomie des Sehnervs + blind endendes PNT  
  ► 15 Tiere (davon 12 für retrograde Färbung) 
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● Gruppe V: Axotomie des Sehnervs  
  ► 13 Tiere (davon 13 für retrograde Färbung) 
 
● Gruppe VI: Offene Quetschung des Sehnervs    
  ► 9 Tiere (davon 9 für retrograde Färbung) 
 
● Gruppe VII: Retrograde Colliculusfärbung     
  ► 3 Tiere 
 
 
3.2 Chirurgische Methoden 
 
3.2.1 Chirurgisches Material 
 
Die für die mikrochirurgischen Eingriffe benötigten Instrumente wurden von den 
Firmen Aesculap und Martin bezogen. Folgende Instrumente wurden 
verwendet: chirurgische Augenpinzetten, feine Dumont-Pinzetten (# 4 und # 5), 
Naht/Faden-Pinzetten, Juwelierpinzetten, Skalpellgriff und Skalpell (10er- und 
11er-Klingen), MAYO-HEGAR-Nadelhalter, gerader MICRO BARRAQUER-
TROUTMAN-Nadelhalter, Kapsulotomieschere, NOYES-Augenschere, gerade 
Vannasschere sowie Cohan-Vannasschere und eine Friedman-Pearson Micro 
Knochenzange. 2 - 5 mm große Tupfer wurden selbst zugeschnitten. Außerdem 
standen ein Rasierer der Marke Aesculap, ein Knochenbohrer der Marke 
Maxicraft und ein handelsüblicher Handstaubsauger zur Verfügung. Operiert 





3.2.2.1 Anästhesie, postoperative Versorgung und Tötung von Versuchstieren 
 
Die Versuchstiere wurden gewogen und dann mittels intraperitonealer Injektion 
einer Mischung aus 0,2 ml Ketamin 10 % [Ketaminhydrochlorid, CEVA Sante 
Animale] und 0,1 ml Xylazin 2 % [Xylazinhydrochlorid, CEVA Sante Animale] 
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bezogen auf 200 g Körpergewicht betäubt. Vor Beginn des eigentlichen 
operativen Eingriffs wurde mittels Korneal-, Trigeminal- und 
Zwischenzehenreflex an der Hintergliedmaße sichergestellt, dass sich das Tier 
im Stadium der Analgesie befand. Die dorsalen Kopfhaare zwischen Augen und 
Ohren wurden rasiert, wodurch der für die Operation notwendige Schnitt in die 
Kopfhaut sowie die erforderliche Hautnaht zum Schluss der Operation 
erleichtert wurden. Genauso wurde im Bereich des rechten Oberschenkels 
verfahren, wenn eine Transplantation des Ischiasnervs (siehe 3.2.2.5) 
durchgeführt wurde. Anschließend wurden die Extremitäten mit Klebeband am 
Operationsbrett fixiert und der Kopf mittels Maulklemme in Position gehalten. 
Die Zunge wurde seitlich aus dem Mund gezogen, damit die Tiere während der 
Narkose frei atmen konnten. Die Operationsbereiche wurden präoperativ mit 
Alkohol desinfiziert. 
 
Um ein Austrocknen der Hornhäute während des Eingriffs zu vermeiden, 
wurden diese mit Vidisic®-Augengel [Dr. Mann Pharma] feucht gehalten. 
Postoperativ wurden das Operationsgebiet und die Hautnaht mit einer 
antibiotisch wirksamen Salbe [Gentamytrex®, Dr. Mann Pharma] versorgt, um 
das Infektionsrisiko möglichst gering zu halten. Nach der Operation wurden die 
Tiere in einen Käfig mit frischer Einstreu überführt. Zur postoperativen 
Schmerzbehandlung wurden dem Trinkwasser zehn Tropfen Novaminsulfon-
ratiopharm® [Ratiopharm] beigemischt. Zunächst wurden die Ratten 
postoperativ sieben Tage lang einzeln gehalten. Während dieser Zeit wurde 
sichergestellt, dass alle Tiere die Anästhesie gut überstanden hatten, dass sie 
frei von Verhaltensauffälligkeiten und Schmerzen waren, die Futteraufnahme 
normal war und die Hautnähte sich in einwandfreiem Zustand befanden. 
Anschließend wurden sie wieder zu Zweiergruppen zusammengeführt. 
 
Die Tötung der Versuchstiere erfolgte schmerzlos in CO2-Atmosphäre. 
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3.2.2.2 Entnahme des peripheren Nerventransplantats 
 
Nach den üblichen, oben beschriebenen Operationsvorbereitungen wurde die 
Haut entlang des rechten Oberschenkels eingeschnitten und das 
Operationsfeld durch zwei an den Wundrändern fixierte Haltefäden offen 
gehalten. Durch einen interfaszialen Schnitt entlang der 
Oberschenkelmuskulatur konnte der Ischiasnerv dargestellt und vom 
umgebenden Bindegewebe stumpf freipräpariert werden. Danach wurde ein 
etwa 2 cm langes Stück des Ischiasnervs entnommen und in eine Petrischale 
mit DMEM High Glucose with L-Glutamine-Lösung [PAA] überführt. Die 
Muskulatur wurde nach Einlegen von etwas Gelfoam® [Pharmacia & Upjohn 
Company, Pfizer] wieder in ihrer ursprünglichen Lage mit einem resorbierbaren 
6-0 Vicryl Faden [Ethicon] zusammengenäht. Gelfoam® ist ein aufgeschäumter, 
lyophilisierter Gelatineschwamm, der hämostatisch wirkt und resorbierbar ist. 
Der Hautschnitt wurde mit einer fortlaufenden Naht [4-0 Perma-Hand Seide, 
Ethicon] verschlossen. 
 
Um immunologische Abstoßungsreaktionen (Graft-versus-Host-Reaktionen) zu 
verhindern, wird bei dieser Art von Transplantationen ein autologer peripherer 
Nerv verwendet. Der Ischiasnerv besitzt die Vorteile, dass er chirurgisch leicht 
zugänglich ist, einen hinreichenden Durchmesser hat und in genügender Länge 
präparierbar ist, bei der adulten Ratte bis zu 2 cm. 
 
3.2.2.3 Durchtrennung (Axotomie) des Sehnervs 
 
Der im Folgenden beschriebene Eingriff wurde bei allen Versuchstieren nur am 
linken Auge durchgeführt, so dass diese nie beidseitig erblindeten. Die 
Kopfhaut wurde sagittal entlang der Mittellinie circa 3 cm lang mit einem 
Skalpell (10er Klinge) aufgeschnitten und mit Hilfe von vier Haltefäden 
rautenförmig nach beiden Seiten weggespannt, so dass das Operationsfeld frei 
lag. Entlang der Kante des Os frontale zur Orbita folgend, wurde das 
Bindegewebe direkt über dem linken Auge eingeschnitten, so dass ein dorsaler 
Zugang zur Orbita entstand. Die dem Augapfel (Bulbus oculi) dorsotemporal 
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anliegende Tränendrüse sowie das periorbitale Fettgewebe wurden zum Teil 
entfernt. Der Ramus superior des Nervus oculomotorius (III) und der Musculus 
rectus superior wurden durchtrennt. An dem am Augapfel verbleibenden Ansatz 
des Musculus rectus superior sowie an Teilen des Augenlids wurde ein 
Haltefaden befestigt, wodurch der Bulbus beliebig mobilisiert werden konnte. 
Nach leichtem Zug am Haltefaden nach kranioventral wurde der Sehnerv im 
retrobulbären Raum sichtbar. Das Operationsgebiet wurde während der 
gesamten Operationsdauer mit in DMEM-Lösung [PAA] getränkten Tupfern 
feucht gehalten. 
 
Der Sehnerv wurde circa 1 mm hinter dem Austritt aus dem Bulbus durchtrennt. 
Dafür wurde mit einer Vannasschere das Perineurium des Nervus opticus 
zunächst mit einem kleinen Schnitt eröffnet, um diesen dann longitudinal 
entlang des Sehnervs zu erweitern. Aus den eröffneten Meningen trat der Nerv 
deutlich mit seiner weißen Farbe hervor und wurde mit einer Vannasschere 
durchtrennt, so dass dessen proximaler und distaler Teil auseinanderdrifteten. 
Hierbei war darauf zu achten, dass weder die Meningen selbst noch die darin 
verlaufende Arterie beschädigt wurden, um weiterhin eine intakte 
Gefäßversorgung der Retina zu gewährleisten. 
 
Das Gefäß, auf das hierbei besonders geachtet werden muss, ist die Arteria 
centralis, die bei Nagern nasoventral innerhalb der Meningen verläuft und deren 
Verletzung zu einer ischämischen Schädigung der Retina führen kann. 
 
3.2.2.4 Offene Quetschung des Sehnervs 
 
Der chirurgische Zugang zum Sehnerv gleicht dem bereits unter 3.2.2.3 
beschriebenen Vorgehen. Zunächst wurden die den Sehnerv umgebenden 
meningealen Häute eröffnet. Der weißlich hervorquellende Sehnerv wurde mit 
einer feinen Pinzette (# 5) umfasst und für circa 20 Sekunden gequetscht (open 
crush). Nach Entfernung der Pinzette war eine deutlich sichtbare Läsion des 
Sehnervs zu erkennen. 
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3.2.2.5 Transplantation des Ischiasnervtranplantats 
 
Sollte eine Transplantation des Ischiasnervs an den Sehnervenstumpf erfolgen, 
wurde im weiteren Operationsverlauf mit einem Zahnarztbohrer ein 1 bis 2 mm 
breiter und 2 cm langer Kanal parasagittal in die Schädelkalotte gefräst. Ein Teil 
der knöchernen Orbitakante wurde mit einer Knochenzange entfernt, um einen 
besseren Einblick in das Operationsgebiet zu gewährleisten. Das zuvor 
entnommene, in DMEM-Lösung [PAA] lagernde Segment des Ischiasnervs 
wurde dann in den gefrästen Knochenkanal gelegt. Letzte den Ischiasnerven 
umgebende Binde- und Fettgewebsreste wurden vorsichtig entfernt. Das 
Perineurium des entnommenen Ischiassegmentes wurde mit drei nicht 
resorbierbaren Nähten [10-0 Ethilon, Ethicon] mit der Dura des okulären 
Optikusstumpfes verbunden, so dass eine echte neuronale Sehnerv-
Ischiasnervtransplantat-Anastomose entstand. 
 
3.2.2.6 Blind endendes Ischiasnervtransplantat 
 
Nachdem eine Sehnerv-Ischiasnervtransplantat-Anastomose hergestellt wurde, 
verlief das Segment des Ischiasnervs in der Knochenrinne und endete dort 
blind, ohne mit einer zerebralen Struktur oder einem anderen Gewebe in 
Verbindung zu treten. 
 
3.2.2.7 Verbindung zum Kortex 
 
Nach Verbindung des proximalen Teils des Ischiasnervs mit dem okulären 
Optikusstumpf wurde das Perineurium am distalen Ende vorsichtig 
eingeschnitten, so dass die Nervenfasern austraten. Mit Hilfe einer 
Glaskapillare wurden die Nervenfasern circa 3 bis 4 mm tief in den Kortex 
geschoben, der sich unmittelbar am Grund des gefrästen Knochenkanals 
befand. Dafür wurde die zuvor gebohrte Knochenrinne mit einer Knochenzange 
an der vorgesehenen Stelle etwas erweitert. 
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3.2.2.8 Verbindung zum Colliculus superior (CS) 
 
Um das periphere Nerventransplantat mit dem Colliculus superior zu verbinden, 
wurde vorab dessen Lokalisation ermittelt. 3 mm von der Lambdanaht des 
Schädelknochens sowie 3 mm von der Sagittalnaht entfernt wurde der 
Knochenkanal mit einer Zange vorsichtig erweitert, so dass ein kreisförmiger 
Zugang von etwa 5 mm Durchmesser entstand. Der zum Vorschein tretende 
Kortex und die darunter befindliche weiße Substanz wurden behutsam 
abgesaugt, bis der CS gelblich schimmernd zum Vorschein trat. Wie bereits 
beschrieben wurde auch in diesem Fall das Perineurium am distalen Ende des 
Ischiasnervs leicht eingeschnitten, so dass Nervenfasern austreten konnten. Mit 
einer Glaskapillare wurde das Transplantat nun in den Colliculus superior 
geschoben. Anschließend wurde der durch das Absaugen von grauer und 
weißer Substanz entstandene Hohlraum mit Gelfoam® [Pharmacia & Upjohn 
Company, Pfizer] aufgefüllt. 
 
3.2.2.9 Verbindung mit dem Musculus masseter 
 
Aufgrund seiner topographisch günstigen Nähe zum Auge wurde nach 
durchgeführter Axotomie des Sehnervs ein dreieckiger Lappen aus dem 
Kaumuskel (Musculus masseter) freipräpariert, wobei dieser an der Basis mit 
dem Kaumuskel verbunden blieb. Oberflächliche, sehnige Anteile wurden 
entfernt. Der so freigelegte Muskellappen wurde über den Sehnervenstumpf 
gelegt und im retrobulbären Bindegewebe mit nicht resorbierbarem 
Nahtmaterial [6-0] befestigt. 
 
Am Ende aller operativen Eingriffe wurde ein Polster aus resorbierbarem 
Gelfoam® [Pharmacia & Upjohn Company, Pfizer] eingelegt, um somit der 
Anastomose mehr Stabilität zu verleihen und das resektionierte Tränendrüsen- 
und Fettgewebe zu ersetzen. Anschließend wurde der Operationsbereich mit 
antibakterieller Salbe [Gentamytrex®, Dr. Mann Pharma] versorgt und die Haut 
darüber mit einer fortlaufenden Naht [4-0 Perma-Hand Seide, Ethicon] 
verschlossen. Auch die Hautnaht wurde mit antibakterieller Salbe 
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[Gentamytrex®, Dr. Mann Pharma] abgedeckt und beide Augen wurden mit 
„künstlichen Tränen“ [Vidisic®, Dr. Mann Pharma] versehen, um die Entstehung 
eines sogenannten Pannus (gefäßreiche, oberflächliche Hornhauttrübung) zu 
vermeiden. 
 
Die Integrität der retinalen Gefäße wurde im Anschluss an alle Eingriffe 
funduskopisch überprüft. Durch Applanation der Kornea mit einem Objektträger 
wurde der Augenhintergrund bei 6- bis 10-facher Vergrößerung betrachtet. 
Zusätzlich wurde der Fundus mittels indirekter Ophthalmoskopie beurteilt. Eine 
Verletzung der Arteria centralis konnte bei einer guten Durchblutung der 
retinalen Gefäße ausgeschlossen werden. 




Abb.3  Schematische Darstellung der verschiedenen experimentellen Gruppen 
A. Verbindung mit „neutralem“, kortikalen Gewebe. B. Wiederverbindung zum CS als 
Hauptziel der Sehbahn im Mittelhirn. C. Verknüpfung mit quergestreifter Muskulatur. 
D. Blind endendes Ischiasnervtransplantat. E. Durchtrennung des Sehnervs. F. Offene 
Quetschung des Sehnervs. 




Abb. 4  Chirurgische Schritte 
A. Autologer Ischiasnerv vor der Entnahme. B. Lage des Ischiasnervtransplantats in 
vorher gefräster, parasagittaler Knochenrinne in der Schädeldecke. C. Annäherung 
des Ischiasnervsegments an den durchtrennten Sehnerv mit drei 10er-Fäden. D. 
Fertiggestellte Optikus-Ischias-Anastomose. E. Darstellung des CS nach Absaugung 
von Kortexmaterial. F. Im CS fixiertes, distales Ende des Ischiasnervtransplantats. G. 
Fertiggestellter Bypass zum CS in der Übersicht. H. Funduskopische Kontrolle der 
retinalen Durchblutung. 
Tiere, Material und Methoden 
 29
3.2.2.10 Retrograde Markierung von retinalen Ganglienzellen 
 
Um die Regeneration der retinalen Ganglienzellen quantitativ sowie 
morphologisch beurteilen zu können, mussten diese angefärbt werden. Der 
verwendete Fluoreszenzfarbstoff war 4-(4-[Didecylamino]styryl)-N-
Methylpyridiniumiodid [4-Di-10-ASP, Molecular Probes]. 4-Di-10-ASP ist ein 
lipophiler, langkettiger Dialkylcarbocyanin-Farbstoff, der sich zur Markierung 
neuronaler Strukturen in fixiertem sowie lebendem Zustand besonders gut 
eignet. Nach retrogradem Transport in den Axonen reichert er sich in den 
Zellkörpern der RGZ an (KÖBBERT et al. 2000). Aufgenommen in die 
Zellmembranen ist es ein stark fluoreszierender und photostabiler Farbstoff. 
Sein Absorptionsmaximum liegt bei 456 nm, sein Emissionsmaximum bei 
590 nm, wobei das Emissionsspektrum sehr breit ist (470 – 750 nm). Durch 
dieses breite Emissionsspektrum wird seine Detektion, abhängig vom 
verwendeten Filter, im grünen, orangen oder sogar roten Licht ermöglicht. 
 
Für die retrograde Markierung der RGZ wurden die operierten Ratten nochmals 
betäubt. Bei den Tieren mit axotomiertem, gequetschtem und mit dem 
Kaumuskel verbundenem Sehnerv wurden winzige Kristalle des Farbstoffes am 
Sehnervenstumpf platziert. Bei den Tieren mit Ischiasnervtransplantat wurden 
die Farbkristalle, in einer Standarddistanz von 14 mm vom Augapfel entfernt, in 
das zuvor freigelegte und im Querdurchmesser eingeschnittene Transplantat 
gelegt. Um die Ausgangspopulation retinaler Ganglienzellen zu bestimmen, 
wurden die Farbstoffkristalle direkt im linken CS platziert. Dafür musste 3 mm 
von der Sagittalnaht sowie 3 mm von der Lambdanaht entfernt ein circa 
5 x 5 mm großes Loch in die Schädelkalotte gebohrt werden. Zum Vorschein 
tretende graue und weiße kortikale Substanz wurden abgesaugt bis der sich 
gelblich darstellende CS freilag. Mit einer feinen Glaskapillare wurde in die 
Oberfläche des CS eingestochen. In den so entstandenen, gleichmäßig 
verteilten Kavitäten wurde der Farbstoff platziert. Die Farbkristalle wurden mit 
Freund´s Adjuvant [Sigma] benetzt und mit Gelfoam® [Pharmacia & Upjohn 
Company, Pfizer] in Position gehalten. Der Hautschnitt wurde verschlossen. 
Über den axonalen Transport kam es nun zu einer intensiven Anfärbung der 
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RGZ, deren Überleben und Morphologie einen, sechs und neun Monate 
postoperativ beurteilt wurde. Die Präparation der Retina erfolgte fünf bis sieben 




Abb. 5  Fluoreszenzfarbstoffe als neuroanatomische Tracer 
Das Pyridiniumderivat DiASP eignet sich zur retrograden Markierung von Neuronen. An 
Nervenstümpfen oder in Terminationsgebieten platzierte Farbstoffkristalle werden 
über den axonalen Transport retrograd zu den Zellkörpern der Neurone transportiert. 
Eine intensive Fluoreszenz der Neurone ist die Folge. Nach einer Durchtrennung des 
Sehnervs geht der Farbstoff durch die Phagozytose absterbender, fluoreszierender 
Neurone durch immunkompetente Zellen, wie z. B. Mikroglia, in diese über und färbt 
sie somit transzellulär an (KACZA und SEEGER 1997). 
 
3.2.2.11 Anterograde Markierung retinaler Ganglienzellaxone 
 
Um das Längenwachstum der Axone der regenerierten RGZ (Gruppe I, II und 
IV) zu erfassen, wurden drei bis vier Tiere pro Gruppe erneut in Narkose gelegt. 
Die Kornea des linken Auges wurde mit Proparakain-POS® 0,5 % 
Augentropfen [URSAPHARM] oberflächlich betäubt. Mit einer Mikrokapillare, 
die zuvor mit einem Elektrodenpuller [Narishige, Japan] aus einer Glaskapillare 
[50 µl Einmalkapillaren, Brand, Wertheim] gezogen wurde, erfolgte ein Einstich 
in die vordere Augenkammer, um circa 10 µl des Kammerwassers abzulassen 
und Entlastung zu schaffen. Danach wurden 10 µl von in Freund`s Adjuvant 
[Sigma] gelöstem 4-Di-10-ASP transskleral, intravitreal injiziert. Im Verlauf der 
folgenden Tage wurde der Fluoreszenzfarbstoff von den RGZ aus dem 
Glaskörper aufgenommen und anterograd entlang der regenerierten Axone in 
das Ischiasnervtransplantat transportiert. Die Darstellung der durch das 
Transplantat hindurch wachsenden Axone erfolgte fünf bis sieben Tage nach 
Anfärbung. 
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3.2.3 Präparation der Retina 
 
Fünf bis sieben Tage nach der retrograden Färbung wurden die Ratten getötet 
und das linke Auge enukleiert. Nach Überführung des Auges in eine Petrischale 
mit gekühltem PBS (phosphate buffered solution) erfolgte die weitere 
Präparation bei 6- bis 10-facher Vergrößerung unter dem Mikroskop. Am 
Augapfel verbliebene Gewebsreste wurden entfernt, bevor ein Skalpelleinstich 
(11er Klinge) auf Höhe des Limbus das Auge eröffnete. Die Einstichstelle diente 
als Ansatzpunkt für einen zirkumferentiellen Schnitt entlang des Limbus mit 
einer sogenannten Kapsulotomieschere. Durch diese Schnittführung konnte der 
vordere Teil des Auges mit Kornea, Iris und Linse entfernt werden. Es folgten 
vier radiale, senkrecht aufeinander stehende Einschnitte in den verbliebenen, 
hinteren Augenabschnitt bestehend aus Sklera, Choroidea und Retina. Mit Hilfe 
feiner Pinzetten wurde die Retina schrittweise vom Rand aus von der Sklera 
abgelöst, bis Retina und Sklera nur noch an der Sehnervenpapille verbunden 
waren. Zu guter letzt wurde durch einen Schnitt hinter der Papille auch diese 
Verbindung getrennt, so dass sich die Retina nun frei schwimmend in der mit 
PBS gefüllten Petrischale befand. Danach wurde die halbkugelförmige Retina 
auf einem schwarzen Nitrocellulosefilter [Sartorius, Durchmesser 50 mm, 
Porengrösse 0,45 µm] mit der Ganglienzellschicht nach oben kleeblattförmig 
ausgebreitet und falls erforderlich an den Rändern leicht angedrückt. Auf dem 
Nitrozellulosefilter liegend wurde die Retina nun auf ein weißes Filterpapier 
[Whatman] überführt, durch das überstehende Flüssigkeit abgesaugt wurde, 
ohne das Gewebe vollständig auszutrocknen. Im Anschluss konnte der noch 
auf der Retina haftende, Eiklar-ähnliche Glaskörper mit Hilfe zweier Pinzetten 
leicht abgezogen werden. Das so bearbeitete Netzhaut-flachpräparat 
bezeichnet man auch als whole- bzw. flat-mount Retina. Die Retinae wurden 
mitsamt Nitrozellulosemembran in ein Fixiermittel (PFA 4 %) transferiert. In 
diesem Medium verblieben die ausgebreiteten Retinae mindestens 24 Stunden, 
bevor sie unter einem Präparations-Stereomikroskop [STEMI SV 6, Zeiss] mit 
Hilfe eines 10er Skalpells und einer feinen Pinzette vorsichtig wieder vom 
Nitrozellulosefilter gelöst und, auf Objektträgern liegend, unter dem 
Fluoreszenzmikroskop [Axiophot, Zeiss] ausgewertet werden konnten. 
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Um Retinagewebe für immunhistochemische Färbungen (siehe 3.7) 
aufzubewahren, wurden die fixierten Retinae wieder vom Objektträger 
runtergeschwemmt und für 24 Stunden in PBS ausgewaschen. Im Anschluss 
wurden sie auf einen vorgefertigten Stempel überführt und mit Tissue Tek 
[Sakura] übergossen, bevor der gesamte Block in flüssigem Stickstoff 
eingefroren wurde. Aus diesen kryofizierten Präparaten wurden dann im 
Kryostaten [HM 550, MICROM] Schnitte mit einer Schnittdicke von 10 µm 
hergestellt. Diese wurden auf gelatinierten Objektträgern platziert und konnten 




Abb.6  Netzhautflachpräparate 
A. Schematische Darstellung einer whole-mount Retina mit retrograd markierten 
RGZ. B. Natives, kleeblattförmiges Netzhautflachpräparat in der Übersicht. 
 
3.2.4 Präparation des Ischiasnervtransplantats 
 
Das Transplantat wurde nach Tötung des Tieres in seiner gesamten Länge 
entnommen und für zwei Stunden in PFA (Paraformaldehyd 4 %) fixiert, bevor 
es auf einen Eisblock gelegt, mit Tissue-Tek [Sakura] bedeckt und in flüssigem 
Stickstoff eingefroren wurde. Von dem so konservierten Transplantat wurden 
Längsschnitte (10 µm) angefertigt, die auf gelatinierten Objektträgern mit 
Mowiol + DAPI-Zusatz eingedeckt und unter dem Fluoreszenzmikroskop 
begutachtet wurden. 




3.3.1 Die Pupillenreaktionsbahn 
 
Die Iris stellt eine Blende dar, in deren Mitte die Pupillenöffnung ausgespart ist. 
Durch die Pupille gelangt Licht in das Auge, wobei die Pupillenweite je nach 
Stärke des Lichteinfalls variiert. Zwei glatte Muskeln in der Iris sind an der Weite 
der Pupille beteiligt. Während die Pupille in dunkler Umgebung bzw. bei 
niedrigem Lichteinfall durch den sympathisch innervierten Musculus dilatator 
pupillae weit gestellt ist (Mydriasis), kommt es bei hoher Lichtintensität durch 
Kontraktion des parasympathisch innervierten Musculus sphincter pupillae zu 
einer Verengung (Miosis). Diese Reaktion der Pupille auf Lichteinfall bezeichnet 
man als Pupillenreaktion. Auch im klinischen Alltag ist sie von hohem Wert, 
z. B. bei der Beurteilung von Narkosestadien oder der Tiefe einer 
Bewusstlosigkeit. 
 
Man unterscheidet zwischen der direkten und der indirekten Pupillenreaktion. 
Bei Beleuchtung eines Auges verengt sich nicht nur die Pupille des 
beleuchteten Auges (direkte Pupillenreaktion), sondern auch die des 
kontralateralen Auges (indirekte / konsensuelle Pupillenreaktion). Gründe 
hierfür werden ersichtlich, wenn man den in der folgenden Abbildung 
schematisch dargestellten Aufbau der Pupillenreaktionsbahn genauer 
betrachtet. 




Abb. 7  schematischer Verlauf der Pupillenreflexbahn (parasympathischer Schenkel) 
Die neuronale Kontrolle der Pupillenreaktion hängt maßgeblich von der 
parasympathischen, pupillokonstriktorischen Bahn ab, bei deren Erregung sich die 
Pupille verengt und bei deren Hemmung sie sich, unterstützt durch die sympathische 
Innervation, erweitert. Die Rezeptoren für die Pupillenreaktion sind die 
Photorezeptoren. Der weitere, afferente Verlauf (afferenter Schenkel = gelb) 
entspricht zunächst der Sehbahn. Über Abzweigungen aus dem Tractus opticus 
werden die Signale zu den Nuclei praetectales in der Area praetectalis des 
Mittelhirns weitergeleitet. Von dort gelangen Fasern zu den Edinger-Westphal-Kernen 
beider Seiten, wodurch sich die indirekte Pupillenreaktion erklärt. In den Edinger-
Westphal-Kernen des Okulomotoriusgebietes beginnt die efferente Pupillenbahn 
(efferenter Schenkel = blau), die das motorische Signal für den Pupillenschließmuskel 
weiterleitet. Präganglionäre, parasympathische Fasern des Nervus oculomotorius (III) 
ziehen zum Ganglion ciliare, wo sie umgeschaltet werden und als Nervi ciliares 
breves den Pupillenschließmuskel innervieren, dessen Fasern ringförmig um die 
Pupillenöffnung verlaufen. Der sympathisch innervierte Musculus dilatator pupillae 
ist nicht direkt an der Lichtreaktion beteiligt, seine Muskelspannung bestimmt jedoch 
die Ausgangsweite der Pupille. 




Mit Hilfe einer ophthalmologischen Untersuchungsleuchte [HEINE] wurde bei 
allen „Langzeit-Tieren“ zwei, vier, sechs und ggf. auch neun Monate nach dem 
chirurgischen Eingriff die Pupillenreaktion getestet. Vor Messbeginn wurden die 
Tiere für drei Minuten in dunkler Umgebung gehalten, um maximale Mydriasis 
zu erreichen. Danach wurde eine punktförmige Lichtquelle auf das linke Auge 
gerichtet. Durch Verwendung einer punktförmigen Lichtquelle konnte 
Streustrahlung ausgeschlossen werden. Die Weite der linken Pupille wurde 
direkt zu Beginn der Beleuchtung sowie drei Sekunden später mit einem 
herkömmlichen Lineal gemessen. Direkt im Anschluss wurde die kontralaterale 
Pupille betrachtet, um den indirekten Pupillarreflex zu beurteilen. Am rechten 
Auge wurde nach erneuter Dunkeladaptation gleichermaßen verfahren. 
 
 




Zur Anwendung am Auge: 
Mydriaticum Stulln® [Pharma Stulln] 
Methocel® 2 % [OmniVision] 
 
Elektroden: 
zwei Goldringelektroden, Durchmesser 4 mm [ROLAND CONSULT] 
zwei Nadelreferenzelektroden [ROLAND CONSULT] 
eine Erdungselektrode [ROLAND CONSULT] 
 




Software zur Messung: RETIport 32 [ROLAND CONSULT] 
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3.4.2 Ophthalmologische Elektrophysiologie 
 
Die Funktion der Sehbahn lässt sich mit unterschiedlichen 
Untersuchungsmethoden von der Netzhaut bis hin zum visuellen Kortex 
elektrophysiologisch untersuchen. Das Elektroretinogramm (ERG) spiegelt die 
Funktion der Netzhaut wieder, wobei sowohl neuronale als auch nichtneuronale 
Zellen an der Entstehung der elektrischen Summenantwort beteiligt sind. Die 
Summenaktionspotenziale der Netzhaut werden über den Glaskörper und die 
vorderen Augenabschnitte bis zur Hornhaut fortgeleitet und von dort abgeleitet. 
Es können selektiv das Stäbchen- oder das Zapfensystem untersucht werden. 
Dementsprechend spricht man vom dunkeladaptierten (skotopischen) ERG, 
wenn die Stäbchen angeregt sind oder vom helladaptierten (photopischen) 
ERG bei einer Aktivität der Zapfen. 
 
Das ERG besteht aus mehreren Komponenten, als Ausdruck verschiedener 
daran beteiligter Zellen und Mechanismen. Die korneanegative a-Welle wird 
durch die Photorezeptoren generiert, bei dunkeladaptierter (skotopischer) 
Messung überwiegend durch die Stäbchen, bei helladaptierter (photopischer) 
Messung durch die Zapfen. Das länger andauernde, negative Signal der a-
Welle wird im weiteren Verlauf von der stärker ausgeprägten, positiven b-Welle 
überlagert. Die b-Welle spiegelt die Aktivität der Bipolarzellen wieder, die 
indirekt über die Müller-Zellen vermittelt wird. Neue Untersuchungen, bei denen 
trotz chemischer Blockade der Müller-Zellen die b-Welle voll ausgebildet war, 
zeigen allerdings, dass auch andere Komponenten an der Entstehung der b-
Welle beteiligt sein müssen. Der b-Welle sind oszillatorische Potenziale mit 
hoher Frequenz (100 – 160 Hz) und kleiner Amplitude aufgelagert, deren 
Ursache in Aktivitäten der amakrinen und interplexiformen Zellen vermutet wird. 
 
Das ERG gibt also keine Auskunft über die Funktion der RGZ, sondern lediglich 
über die Integrität der übrigen retinalen Schichten mitsamt ihrer Zellen. 
 
 




Bei je sechs Tieren pro Versuchsgruppe wurde zwei, vier und sechs Monate 
nach dem chirurgischen Eingriff ein ERG aufgezeichnet. Zusätzlich erfolgte eine 
einmalige elektrophysiologische Messung bei vier Kontrolltieren. Nach einer 
zwölfstündigen Dunkeladaption wurden die Ratten in Narkose gelegt, um die 
Toleranz der Elektroden und damit verbunden eine optimale und rauscharme 
Signalableitung sicherzustellen und Artefakte auf ein Minimum zu reduzieren. 
Die für eine bessere Ausleuchtung erforderliche maximale Mydriasis der 
Pupillen wurde durch Behandlung der Augen mit je einem Tropfen Mydriaticum 
Stulln® erreicht. Um einen besseren Kontakt zwischen aktiver Elektrode und 
Hornhaut zu gewährleisten, wurde zusätzlich ein Tropfen Methocel® 2 % auf 
jedes Auge gegeben. Die Tiere wurden auf eine beheizte Platte gelegt und die 
nötigen Ableitelektroden wurden, wie im Folgenden beschrieben, an beiden 
Augen platziert: Die aktive Goldringelektrode lag der Hornhaut unmittelbar an, 
ohne zu großen Druck auszuüben. Sie fing die ERG-Potenziale auf, die dann 
gegen eine subdermal am lateralen Kanthus des ipsilateralen Auges liegende 
Nadel-Referenzelektrode aus Stahl abgeleitet wurden. Gemessen wurde also 
eine Potenzialdifferenz zwischen zwei Ableitpunkten. Die der Erdung dienende 
Nadelelektrode wurde subkutan an der Schwanzwurzel fixiert. 
 
So präpariert wurde das Tier in eine Ganzfeldkugel geschoben, die sich zur 
gleichmäßigen Ausleuchtung der Netzhaut besonders gut eignet, da der 
Lichtstimulus von oben einfällt und homogen über die weiße Innenwand der 
Kugel in das Auge projiziert. Lichteinstrahlung aus der Umgebung musste 
unbedingt vermieden werden, um die Dunkeladaptation zu gewährleisten und 
somit im ersten Schritt der Messung eine rein Stäbchen generierte 
Signalantwort zu erhalten. 
 
Zunächst wurde ein skotopisches Blitz-ERG aufgezeichnet. Lichtquelle war eine 
Leuchtdiode (LED), die Licht blauer Farbe ausstrahlte. Gemessen wurde bei 
drei unterschiedlichen LED-Blitzintensitäten (-30 dB, -25 dB, -20 dB). Pro 
Blitzintensität wurden drei Stimuli abgefeuert. Die Flimmerfrequenz lag jedes 
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Mal bei 0,2 Hz, d. h. zwischen den einzelnen Stimuli lagen jeweils fünf 
Sekunden. Ein ausreichender Abstand zwischen zwei Stimuli ist erforderlich, 
um im dunkeladaptierten Zustand eine Helladaptation und dadurch bedingte 
Verminderung der Amplituden und Verkürzung der Gipfelzeiten zu vermeiden. 
Im Anschluss wurden die Tiere für zehn Minuten mit einem Licht definierter 
Intensität helladaptiert, um bei der folgenden Messung eine ausschließliche 
Zapfenantwort zu erhalten. Verwendet wurde hierfür eine Xenon-Lichtquelle, die 
weißes Licht emittierte. Die folgenden drei Lichtstimuli hatten eine Stärke von 




Abb. 8  Elektrophysiologischer Messaufbau 
A. Ganzfeldkugel. B und C. Platzierung der Ratte auf der Heizplatte. D. 
Seitenansicht. E. Korrekte Position der aktiven, unmittelbar der Hornhaut 
anliegenden Goldringelektrode. 
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3.5.1.1 Quantifizierung und morphologische Beurteilung regenerierender 
retinaler Ganglienzellen nach retrograder Markierung 
 
Für die Betrachtung der mit 4-Di-10-ASP angereicherten RGZ eignete sich der 
Cy2-Filter (510 – 560 nm) des Axiophot Mikroskops [Zeiss] am besten. 
 
Die Bestimmung der Ausgangspopulation und der Dichte der RGZ einen Monat 
postoperativ erfolgte, aufgrund der hohen Anzahl markierter Zellen, mittels 
Hochrechnung. Dafür wurden in jeder Retina die markierten Neurone in 
zwanzig, randomisierten Feldern mit einer Größe von 0,054 mm2 
(270 x 200 µm2) ausgezählt. Die mittlere Zelldichte wurde in RGZ / mm2 
angegeben. 
 
In den beiden Langzeit-Gruppen erfolgte die Quantifizierung markierter 
Ganglienzellen sechs und neun Monate postoperativ durch manuelle 
Auszählung der gesamten Retina. Die Angabe der Resultate erfolgte in 
RGZ / Retina. 
 
Für eine genaue Typisierung wurden die markierten RGZ drei Hauptgruppen 
zugeordnet (Typ I, II und III). Dafür wurden Klassifizierungsmerkmale aus 
früheren Arbeiten herangezogen, die die Morphologie der RGZ in normalen 
Retinae beschreiben (FUKUDA 1977, PEICHL 1989, PERRY 1979, THANOS 
1988a, THANOS 1988b, THANOS und MEY 1995). Zu den ausschlaggebenden 
Kriterien gehörten Größe und Form der Somata sowie Anzahl und Anordnung 
der Dendriten. Für eine genaue Größenbestimmung wurde aus dem gegebenen 
Umfang der Zellkörper mit Hilfe eines Bildanalysesystems [Axiovision] bei 
200facher Vergrößerung die perikaryale Fläche in µm2 bei Hunderten von 
Zellen ermittelt. 
 




Die im Rahmen der Regenerationsstudien erhobenen quantitativen Daten über 
die Anzahl der überlebenden bzw. regenerierenden RGZ sowie die Daten über 
die Größe der Zellsomata wurden einer statistischen Analyse unterzogen. 
Verwendet wurde das Programm SPSS 15.0 für Windows®. In einer 
explorativen Datenanalyse wurden für jede Versuchsgruppe zunächst 
Mittelwert, Median, Varianz, Standardabweichung, Minimum, Maximum und 
weitere statistische Größen berechnet. Danach wurde in jeder Gruppe ein Test 
auf Normalverteilung der Werte durchgeführt, der sogenannte Kolmogorov-
Smirnov-Test. Bei Normalverteilung der Werte schloss sich eine Varianzanalyse 
(Oneway-ANOVA) an. Erbrachte dieser Test Signifikanz, wurde ein Post-Hoc-
Test (Tukey HSD) durchgeführt, in dem alle Versuchsgruppen untereinander 
verglichen wurden. Bei Nicht-Normalverteilung der Werte wurden diese mit Hilfe 
eines Ränge-Tests (Kruskal-Wallis-Test) ausgewertet. Der Vergleich der 
Zellzahlen zu zwei Zeitpunkten (sechs und neun Monate) erfolgte aufgrund der 
Normalverteilung aller Werte mittels t-Test für unabhängige Stichproben. Ein p-
Wert von ≤ 0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen. 
 
3.5.1.3 Darstellung der anterograd gefärbten Ganglienzellaxone 
 
Die mit 4-Di-10-ASP gefärbten, durch das Ischiasnervtransplantat hindurch 
wachsenden Ganglienzellaxone wurden ausschließlich qualitativ im cy2-Filter 
des Axiophot Mikroskops [Zeiss] beurteilt. Einerseits wurde bewertet, ob 
überhaupt Fasern durch das PNT gewachsen waren und andererseits, wie 
diese Fasern im PNT angeordnet waren und wie groß das Ausmaß 
eingewanderter Entzündungszellen war. 
 
3.5.2 Konfokale Mikroskopie 
 
Die konfokale Betrachtung der RGZ wurde mit dem 510 Meta Mikroskop der 
Firma Zeiss durchgeführt. Die erhaltenen Bilddaten wurden mit der zugehörigen 
Software Velocity Acquisition und mit dem Image J Programm aufbereitet. 
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Dreidimensionale Bilder der RGZ und Filme, die durch die verschiedenen z-
Stapel einer dargestellten Zelle fahren, konnten somit erstellt werden. Mit dieser 
Technik war es möglich, die dreidimensionale Anordnung aller Neuriten und 
deren Lage im Vergleich zum Zellkörper darzustellen. 
 
3.5.3 Differentialinterferenzkontrast (DIC) 
 
Mit dieser Methode der abbildenden Durchlicht-Mikroskopie wurden 
Semidünnschnitte (siehe 3.6.3) der Ischiasnervtransplantate begutachtet. 
Unterschiede in der optischen Dichte des betrachteten Objekts werden hierbei 
in Kontrastunterschiede umgewandelt. Dabei entstehen plastisch aussehende 
Bilder, die allerdings nicht die wahren räumlichen Strukturen des Objekts 
wiedergeben. Verwendet wurde hierfür das Axiophot Mikroskop [Zeiss]. 
 
 




Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung pH 7,4 (PBS): 
Natriumchlorid (NaCl) 9 g 
di-Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat (Na2HPO4) 1,42 g 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 0,27 g 
[alle Merck]  
Aqua dest. ad 1000 ml 
 
Die festen Bestandteile werden in Aqua dest. gelöst. Falls erforderlich, wird der 
pH-Wert mit 0,1 M Salzsäure (HCl) oder Natronlauge (NaOH) angeglichen. 
 
Fixierlösung: 
Paraformaldehyd (PFA) [FLUKA]  2,5 g 
Glutardialdehyd 25%ige Lösung in H2O [MERCK] 6 ml 
PBS pH 7,4 ad 100 ml 
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Zunächst werden 2,5 g PFA unter Erwärmen (max. 56°C) in 80 ml PBS pH 7,4 
gelöst, bevor 6 ml Glutardialdehyd hinzu gegeben werden. Die Lösung wird in 
lichtgeschützten Flaschen aufbewahrt. Somit befinden sich in der fertigen 
Lösung 2,5 % PFA und 1,5 % Glutardialdehyd. 
 
Osmiumtetroxidlösung: (Gebrauchslösung) 
Sörensen-Phosphatpuffer pH 7,2  25 ml 
Aqua dest. 50 ml 
Osmiumtetroxid (OsO4) [MERCK] 1 g 
(Ampulle mit OsO4 vorher in Chloroform reinigen und merhmals schütteln) 
Lagerung bei 4°C in in lichtgeschützten Glasflaschen 
 
Sörensen–Phosphatpuffer pH 7,2: 
Sörensen–Phosphatpuffer Stammlösung A 296 ml 
Sörensen–Phosphatpuffer Stammlösung B 704 ml 
Lagerung bei 4°C 
 
Stammlösung A: 
Kaliumdihydrogenphosphat [MERCK] 9,07 g 
Aqua dest. ad 1000 ml 
 
Stammlösung B: 
di-Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat [MERCK] 11,88 ml 
Aqua dest. ad 1000 ml 
 
Die Suspensionen werden gerührt, bis sich der Feststoff klar gelöst hat. 
 
Entwässerungsmedien: 
70%iger Ethanol, vergällt 
90%iger Ethanol, vergällt 
96%iger Ethanol, vergällt 
99%iger Ethanol, vergällt 
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Epoxidharz zur Einbettung / EPON: (Gebrauchslösung) 
Stammlösung A 100 ml 
Stammlösung B 100 ml 
Tris(dimethylaminomethyl)phenol (DMP 30) [SERVA] 3 ml 
Lagerung bei -20°C 
 
Stammlösung A: 
Glycidether [SERVA] 62 ml 
2-Dodecenylsuccinic acid anhydride [SERVA] 100 ml 
 
Stammlösung B: 
Glycidether [SERVA] 11,88 ml 
Methylnadic anhydride [SERVA] 89 ml 
 
Die Lösungen werden gerührt, bis sich die Bestandteile gut vermischt haben, 
und anschießend bei -20°C aufbewahrt. 
 
EPON-Propylenoxyd-Gemisch: 
EPON 1 Teil 
Propylenoxid [SERVA]; gebrauchsfertige Lösung 1 Teil 
Lagerung bei -20°C 
 
Toluidinblau: (Gebrauchslösung) 
Toluidinblau-Stammlösung (1 %) 200 ml 
Natriumtetraboratlösung 200 ml 
Pyroninlösung (1 %) 50ml 
 
Die Lösungen werden einzeln angesetzt, damit sich die Reagenzien 
ausreichend lösen. Nach Zusammengabe der einzelnen Lösungen wird die 
Gebrauchslösung bei Raumtemperatur gelagert. Vor Gebrauch muss die 
Lösung filtriert werden. 
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Toluidinblau-Stammlösung (1 %): 
Toluidinblau 2 g 
Aqua bi dest. 200 ml 
 
di-Natriumtetraboratlösung: 
di-Natriumtetraborat [MERCK] 2 g 
Aqua bi dest. 200 ml 
 
Pyroninlösung (1 %): 
Pyronin 2 g 




a) Uranylacetat-Lösung (8 %): 
Uranylacetat [TED PELLA, INC.] 8 g 
Aqua dest. ad 100 ml 
 
Die Lösung wird doppelt filtriert und in sterile, mit Aluminiumfolie umwickelte 
Spritzen abgefüllt. Die Spritzen werden mit einem Sterilfilter versehen und bei 
Raumtemperatur gelagert. 
 
b) Bleilösung nach Reynolds: (Gebrauchslösung) 
Bleilösung 30 ml 
Natriumdihydroxidlösung 8 ml 
(werden langsam in die milchige Bleilösung gegeben, die  
durch Veränderung des pH-Wertes schlagartig klar wird) 
CO2-freies Wasser ad 50 ml 
 
Die Gebrauchslösung wird in Portionen von je 1 ml bei 4°C aufbewahrt. Vor 
Gebrauch wird fünf Minuten bei 1400 U/min zentrifugiert. 
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Bleilösung: 
Blei (II)-nitrat [MERCK] 1,33 g 
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 1,76 g 
CO2-freies Wasser ad 30 ml 
 
Die Lösung muss mindestens 30 Minuten in einem geschlossenen 50 ml-
Kolben gerührt werden, bis sie homogen milchig erscheint. 
 
1 M Natriumhydroxid -Lösung: 
Natriumhydroxidplätzchen [ROTH] 1 g 
CO2-freies Wasser ad 25 ml 
 
Aufgekochtes Aqua dest. kühlt ab, um CO2-freies Wasser zu erhalten. 
 
Geräte und sonstige Materialien: 
Wheaten-Schnappdeckelgläschen mit Deckel [neoLab] 
Ultramikrotom: ULTRACUT [Reichert-Jung] 
Rasierklingen: Prep Blades [INVATECH] 
Glasmesser [Agar Scientific Ltd.] 
Super Frost® Plus Objektträger [R.Langenbrinck] 
Eindeckelmedium: Vitro-Clud® [R.Langenbrinck] 
Diamantmesser [DIATOME] 
Kupfernetze [SCI SCIENCE SERVICES] 
Elektronenmikroskop: EM 208 S [Philips] 
 
3.6.2 Gewebefixierung, -entwässerung und -aushärtung 
 
Die chemische Fixation biologischer Objekte ist notwendig, um die Zellstruktur 
während der nachfolgenden Entwässerung und Einbettung zu schützen und 
aufrecht zu erhalten. Durch Quervernetzung von Proteinen und Lipiden werden 
zelluläre Strukturen stabilisiert und eine Dislokation oder Aggregation von 
Makromolekülen während der Präparation weitgehend vermieden. Für optimale 
Ergebnisse eignet sich eine Doppelfixierung mit Aldehyden und Osmiumtetroxid 
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(OsO4). Die erste Fixierung mit Aldehyden dient hauptsächlich der 
Quervernetzung von Proteinen, während durch die Nachfixierung mit OsO4 vor 
allem die Lipidmembranen gefestigt werden. 
 
Direkt nach der Entnahme des Ischiasnervtransplantats wurde am proximalen 
sowie am distalen Ende des Transplantats jeweils ein circa 3 mm langes Stück 
abgetrennt und separat in ein Schnappdeckelglas mit der Fixierlösung 
bestehend aus PFA (2,5 %) und Glutardialdehyd (1,5 %) in PBS pH 7,4 
gegeben. Die Lagerung der Objekte erfolgte bei +4°C. Für eine optimale 
Fixierung und Entwässerung der Präparate sollte eine Probengrösse von 1 –
 3 mm nicht überschritten werden. Nach circa 48 Stunden wurde die 
Aldehydlösung abgesaugt und die Präparate wurden für 15 Minuten mit 
Leitungswasser gewässert, um Reste der Fixierlösung abzuspülen. Es folgte 
eine einstündige Fixierung in OsO4 bei Raumtemperatur, wodurch die Objekte 
zusätzlich angefärbt wurden. Danach wurden die Präparate wieder für 
15 Minuten mit Leitungswasser gewässert. 
 
Die Entwässerung der Proben erfolgte in einer stufenweise konzentrierter 
werdenden Alkoholreihe (Ethanol) nach folgendem Schema: 
  15 Minuten 70%iger Alkohol 
  15 Minuten 90%iger Alkohol 
  15 Minuten 96%iger Alkohol 
      2 x 15 Minuten 99%iger Alkohol 
 
Kunstharzinfiltration: Damit die zellulären Strukturen im Hochvakuum des 
Elektronenmikroskops nicht kollabieren, wurden die Proben nach vollständigem 
Wasserentzug in Kunstharz eingebettet. Aus Viskositätsgründen war es 
notwendig, die Objekte zunächst zweimal für 15 Minuten in reines Propylenoxid 
zu überführen, bevor sie dann für zwei Stunden bei Raumtemperatur in einem 
Gemisch aus Propylenoxid und EPON (50 % Propylenoxid, 50 % EPON) lagen. 
Anschließend wurden die Proben in reines EPON eingebettet und für 48 
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Stunden bei 56°C im Brutschrank gelagert, so dass der Kunstharz 




Vor dem eigentlichen Schneidevorgang mussten die Kunstharzblöcke 
„getrimmt“ werden. Für eine gute Schnittqualität muss die Anschnittfläche so 
klein wie möglich gestaltet werden. Dafür wurde überflüssiges EPON um das 
Gewebe herum mit einer Rasierklinge entfernt, so dass eine trapezförmige 
Anschnittfläche entstand. Danach wurde der Block plan geschnitten, um 
saubere, parallele Kanten sowie feine Oberflächen zu erzeugen, die die 
Grundvoraussetzung für ein gleichmäßiges Ablösen der Semidünnschnitte 
während des späteren Schneidevorgangs sind. 
 
Mit Hilfe eines Ultramikrotoms wurden Semidünnschnitte der Proben von 1 µm 
Schichtdicke hergestellt. Zum Schneiden wurde ein Glasmesser eingesetzt, 
dessen Bruchkanten viel schärfer als Metallklingen sind. Die Semidünnschnitte 
wurden auf einem Objektträger platziert, der mit Wassertropfen (Aqua dest.) 
benetzt war. Die Objektträger wurden auf eine 80°C warme Heizplatte 
überführt, so dass das Wasser innerhalb weniger Minuten verdunstete und die 
Schnitte dem Objektträger vollständig anhafteten. Auf alle Schnitte wurde ein 
Tropfen der Toluidinblau-Gebrauchslösung gegeben. Sobald der Rand des 
Tropfens metallisch glänzte, wurde der Farbstoff mit Aqua dest. abgespült. 
Erneut wurden die Schnitte auf der Heizplatte getrocknet. Nach der 
Toluidinblaufärbung wurden die Schnitte mit Vitro-Clud® eingedeckelt und im 
Differentialinterferenzkontrast begutachtet. Auf diese Weise konnte man sich an 




Mit einem Ultramikrotom und einem Diamantmesser wurden Schnitte von 90 –
 120 nm Schichtdicke angefertigt. Das Prinzip für derart kleine, definierte 
Vorschubraten beruhte auf einer rein mechanischen Präparatverschiebung 
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(untersetzendes Hebelsystem). Da Ultradünnschnitte nicht mit trockener 
Messerkante hergestellt werden können, war ein Flüssigkeitsspiegel (Aqua 
dest.) im Messertrog notwendig, der den Schnitten erlaubte, faltenfrei von der 
Messerkante wegzutreiben ("Abflottieren"). Dadurch wurden Stauchungen der 
Schnitte auf ein Minimum reduziert. Die in der Flüssigkeit flottierenden Schnitte 
wurden auf Kupfernetzen (Grids) aufgenommen, die als Objektträger dienten. 
 
Für die Kontrastierung der Schnitte mit Schwermetallionen wurden die 
Kupfernetze für 60 Minuten in mit Wachs ausgegossenen Petrischalen auf 
einen Uranylacetat-Tropfen gelegt. Nach Spülung mit Aqua dest. und Trocknen 
der Schnitte auf Filterpapier wurden die Netze für drei Minuten auf einem 
Tropfen Bleilösung nach Reynolds platziert. Dies erfolgte ebenfalls in einer mit 
Wachs ausgegossenen Petrischale, in der sich zusätzlich 
Natriumhydroxidplätzchen befanden, um ein Ausfällen des Bleis auf den 
Schnitten zu verhindern und überschüssige Flüssigkeit zu entziehen. Erneut 
wurden die Präparate mit Aqua dest. abgespült und zum Trocknen auf ein 
Filterpapier gelegt. Die kontrastierten, auf den Kupfernetzen befindlichen 
Ultradünnschnitte konnten nun im Transmissionselektronenmikroskop 
betrachtet werden. 
 
3.6.5 Das Prinzip der TEM 
 
Ähnlich wie ein Lichtmikroskop besteht das Transmissionselektronenmikroskop 
aus hintereinander geschalteten, vergrößernden Linsen. 100 bis 500 000-fache 
Vergrößerungen sind derzeit mit der TEM möglich. Abbildung 9 E zeigt 
schematisch den Strahlengang im Transmissionselektronenmikroskop. 




Abb. 9  Transmissionselektronenmikroskopie 
A. Ultramikrotom. B. Auf Kupfernetzen liegende Ultradünnschnitte. C. Eine in EPON 
eingebettete Probe eines PNT. D. Elektronenmikroskop (EM 208 S). E. Strahlengang 
im Transmissionselektronenmikroskop. Zur Bilderzeugung werden Objekte von 
beschleunigten Elektronen durchstrahlt, die in einem Kondensor-Linsensystem so 
gebündelt werden, dass sie parallel zueinander auf das Objekt fallen. Beim 
Auftreffen der Elektronen auf die Probenatome durchdringen sie die Probe entweder 
ungehindert oder werden abgelenkt. Werden die Elektronen stark abgelenkt, spricht 
man von elastischer Streuung bei einer lediglich geringen Abweichung aus ihrer Bahn 
von unelastischer Streuung. Mit der Objektivaperturblende werden nur die nicht 
gestreuten und die meisten unelastisch gestreuten Elektronen weitergeleitet. Durch 
eine Zwischen- sowie eine Projektivlinse wird das Bild weiter vergrößert und 
letztendlich auf einen Leuchtschirm projiziert. Um eine Ablenkung der Elektronen 
durch Luftmoleküle zu verhindern, herrscht im gesamten Strahlengang ein Vakuum. 






Einbettungsmedium für Kryostatschnitte: 
Tissue Tek [Sakura] 
 
Beschichtung der Objektträger [Engelbrecht, Edermünde]: 
Die Objektträger wurden mit absolutem Alkohol sorgfältig gereinigt, in frisch 
filtrierte Beschichtungslösung (0,5 g Gelatine [Sigma] und 0,05 g Kaliumchrom-
III-Sulfat gelöst in 100 ml destilliertem Wasser [Merck]) getaucht und für circa 
12 Stunden in einer staubfreien Umgebung getrocknet. 
 
Blockierlösung:  
10%iges Fötales Kälberserum (FCS) [PAA] 
 
Eindeckelmedium: 
Mowiol 4-88 [Hoechst] 
evtl. Zusatz von Bisbenzimide H 33258 (DAPI) 
 
Zwölf Gramm Mowiol wurden zunächst in 30 g fluoreszenzfreiem Glycerol unter 
intensivem Rühren und leichter Wärmezufuhr für mindestens zwei Stunden 
gelöst. Danach wurden 30 ml destilliertes Wasser zugegeben, für fünf Minuten 
gerührt und die Lösung bei Raumtemperatur für zwei Stunden stehen gelassen. 
Unter leichtem Rühren wurden der entstandenen Suspension weitere 60 ml 
einer 0,2 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Puffer-Lösung pH 8,5 hinzu-
gefügt. Die Flüssigkeit wurde bei 56°C für zehn Minuten leicht gerührt und 
unlösliche Bestandteile wurden bei 5000 g für 15 Minuten abzentrifugiert 
[Labofuge GL, Sepatech]. Der klare Überstand wurde portioniert und bei –20°C 
aufbewahrt. Für die Immunhistochemie von Kryostatschnitten erfolgte zur 
Zellkernfärbung der Zusatz von 2 µg DAPI [Hoechst 33258] auf 998 µl Mowiol. 
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Erstantikörper Quelle Verdünnung 
Goat Anti-Choline Acetyltransferase (ChAT) 
polyklonal, IgG, [Chemicon] 
Ziege 1:80 
Anti-Mouse Thy 1.1 
monoklonal, IgM, [Sigma] 
Maus 1:100 
Anti-III β-Tubulin 
monoklonal, IgG, [Covance] 
Maus 1:500 
Anti-Growth-Associated Protein-43 (GAP-43) 
monoklonal, IgG, [Sigma] 
Maus 1:500 
Anti-Neurofilament 200 
monoklonal, IgG, [Sigma] 
Maus 1:400 
Tab.1  Für immunhistochemische Färbungen verwendete Erstantikörper 
 
Zweitantikörper Quelle Verdünnung 
TRITC-Anti-Goat  
IgG, [Jackson ImmunoResearch] 
Affe 1:100 
FITC-Anti-Mouse  





Tab.2  Für immunhistochemische Färbungen verwendete Zweitantikörper 
 
Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung pH 7,4 (PBS): 
Natriumchlorid (NaCl) 9 g 
di-Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat (Na2HPO4) 1,42 g 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 0,27 g 
[alle Merck]  
Aqua dest. ad 1000 ml 
 
Die festen Bestandteile werden mittels Magnetrührer in Aqua dest. gelöst. Falls 
erforderlich, wird der pH-Wert mit 0,1 M Salzsäure (HCl) oder Natronlauge 
(NaOH) angeglichen. 
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Fixierlösung: 
Paraformaldehyd (PFA) 40 g 
PBS ad 1000 ml 
 
Die Suspension wird unter Erwärmen (max. 56°C) gerührt, bis sich der Feststoff 
klar gelöst hat, und anschießend in lichtgeschützten Flaschen aufbewahrt. 
 
Geräte und sonstige Materialien: 
Präparations-Stereomikroskop [Zeiss]: STEMI SV 6 
Kaltlichtquelle [Schott]: KL 1500-Z 
Kryostat [MICROM]: HM 550 
Axiophot [Zeiss]: Fluoreszenzmikroskop mit Epifluoreszenzeinrichtung mit 
folgenden Fluoreszenzfiltern: 395 bis 440 nm, 450 bis 490 nm und 510 bis 
560 nm, HBO 50 W 
Quecksilberhochdrucklampe 
Kamerasystem und Bildanalysesoftware: Axiovision [Zeiss] 
Präparationsbesteck: feine Pinzetten, runde Skalpellklingen (Nr. 10), 
Skalpellhalter 
 
3.7.2 Indirekte Immunhistochemie 
 
Die Immunhistochemie ist eine Methode, bei der die gewebespezifische 
Expression eines Proteins mit Hilfe von Antikörpern sichtbar gemacht werden 
kann. Das zugrunde liegende Prinzip ist also eine Antigen-Antikörper-Reaktion. 
Das Antigen beschreibt im Fall der Immunhistochemie das nachzuweisende 
Protein. Wird das jeweilige Protein im Gewebe exprimiert, bindet der 
sogenannte Primärantikörper an einen bestimmten Bereich dieses Proteins, das 
Epitop. Im Idealfall zeichnet sich der Primärantikörper durch hohe Spezifität und 
Affinität gegenüber dem zu findenden Epitop aus. Im Rahmen dieser Arbeit kam 
eine indirekte Zwei-Schritt-Methode zur Anwendung, bei der zunächst ein 
unmarkierter, antigenspezifischer Primärantikörper an bestimmte Membran-
antigene oder an andere Proteine des Gewebes bindet. In einem zweiten 
Schritt muss der Primärantikörper durch einen spezies-spezifischen 
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sogenannten Sekundärantikörper sichtbar gemacht werden, der sich gegen den 
Primärantikörper richtet und an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. In den 
Bereichen des Gewebes bzw. der Zelle, an denen die immunchemische 
Reaktion zwischen Epitop und Primärantikörper stattgefunden hat, ist diese als 
Fluoreszenzsignal zu erkennen. Alle Färbungen dieser Art wurden an 
Kryostatschnitten (10 µm Schnittdicke) nach folgendem Protokoll durchgeführt: 
 
1. Fixierung der Schnitte in –20°C kaltem Methanol [Merck] für 10 Minuten 
2.  Waschen der Schnitte: 3 x 5 Minuten in PBS pH 7,4 
3. Blocken der Schnitte mit FCS (10 %) für 30 Minuten bei Raumtemperatur 
4. Zugabe der Erstantikörperlösung auf die Schnitte und Inkubation über 
Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer 
5. Waschen der Schnitte: 3 x 5 Minuten in PBS pH 7,4 
6. Pipettieren der Zweitantikörperlösung auf die Schnitte und Inkubation in 
einer feuchten Kammer für eine Stunde bei Raumtemperatur und 
Dunkelheit 
7. Waschen der Schnitte: 3 x 5 Minuten in PBS pH 7,4, bei Dunkelheit 
8. Eindecken der Schnitte in Mowiol (mit 2 µg/ml DAPI-Zusatz) 
9. Betrachtung, Auswertung und Dokumentation unter dem 
Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe des zugehörigen Bildanalysesystems 
(Axiovision) 
10. Lagerung der Schnitte bei –20 °C und bei Dunkelheit 
 
Auf die entsprechenden Negativkontrollen wurde bei sonst identischer 
Verfahrensweise FCS (10%) anstelle des Erstantikörpers zugegeben. Der 















Bei allen Versuchstieren waren sowohl der direkte als auch der indirekte 
Pupillarreflex des linken Auges aufgrund der gestörten Afferenz negativ. Die 
Pupillomotorik des rechten Auges war bei allen Tieren intakt (positiver, direkter 




Abb. 10  Reaktion der Pupille auf Lichteinfall 
Maximale Mydriasis nach kurzzeitiger Dunkeladaptation (A). Konstriktion der Pupille 
nach fokalem Lichteinfall (B) mit maximaler Miosis nach zwei bis drei Sekunden (C). 
Ergebnisse der pupillometrischen Messung am linken Auge (LA) und rechten (RA) zwei 
(D), vier (E), sechs (F) und neun (G) Monate postoperativ im Balkendiagramm. Die 
gelben Pfeile symbolisieren den einfallenden Lichtreiz. Die Balken zeigen die 





Zu allen drei Messzeitpunkten waren die Potenziale der operierten Augen stabil 
und ableitbar. Insgesamt war in allen Versuchsgruppen sowie in der 
Kontrollgruppe eine Korrelation zwischen a- und b-Welle zu erkennen, d. h. die 
Höhe der a-Welle hatte Einfluss auf die Höhe der b-Welle. Zudem zeigte sich 
eine Abhängigkeit zwischen den beiden Augen. Demnach resultierten niedrige 
Potenziale der linken, manipulierten Retina auch in niedrigeren Potenzialen der 
rechten Retina. 
 
Zur Übersicht und besseren Vergleichbarkeit zwischen den Gruppen wurde 
folgende Zusammenfassung der Messergebnisse vorgenommen: Die 
genannten Werte stellen Mittelwerte aus den Ergebnissen der vier 
durchgeführten Messungen (-30 dB, -25 dB, -20 dB und photopisch) aller Tiere 
einer Versuchsgruppe dar. Zu jedem Messzeitpunkt wird für jede 
Versuchsgruppe je ein Mittelwert für die a-Welle sowie für die b-Welle 
angegeben. 
 
Zwei Monate postoperativ zeigten die mit dem CS wieder verbundenen linken 
Retinae sowohl im Bereich der a- als auch der b-Welle die höchsten 
Ausschläge im ERG. Nur geringgradig niedrigere Potenziale konnten von den 
mit dem Kaumuskel verbundenen Retinae abgeleitet werden. Die Potenziale 
dieser beiden Gruppen waren sogar höher als die linksseitigen Potenziale der 
Kontrolltiere. In der Versuchsgruppe II (CS) wurden am operierten, linken Auge 
im Mittel höhere Werte detektiert (a-Welle: 65,06 µV; b-Welle: 233,04 µV) als 
am kontralateralen Auge (a-Welle: 57,74 µV; b-Welle: 194,79 µV). 
 
Nach vier und sechs Monaten waren die funktionellen Ergebnisse aller 
Versuchsgruppen etwas schlechter gegenüber der Kontrollgruppe. Trotzdem 





Die a- und b-Wellen-Potenziale der Kortex-Gruppe (I) waren über den 
gesamten Messzeitraum sowohl am rechten als auch am linken Auge gleich 
bleibend und ungefähr auf dem Niveau der Kontrollwerte. Sowohl in der CS-
Gruppe (II) als auch in der Muskel-Gruppe (III) zeigte sich nach anfänglich 
höheren a- und b-Wellen des linken Auges im Vergleich zur Kontrolle ein 
drastischer Abfall vier und sechs Monate nach der Operation. In 
Versuchsgruppe III war dieser Abfall auch am rechten Auge zu beobachten. 
Hier glichen sich vor allem die Werte des rechten Auges den Referenzwerten 
der Kontrollgruppe an. Nach sechs Monaten waren die Potenziale in der 
Muskel-Gruppe in etwa gleich geblieben und unter den Versuchsgruppen die 
höchsten. 
 
In Versuchsgruppe IV (blind endend) zeigte sich bilateral sowohl bei der a- als 
auch bei der b-Welle über den gesamten Messzeitraum ein kontinuierlicher 
Amplitudenanstieg. Auf der rechten Seite wurden die Kontrollwerte dabei 
erreicht bzw. übertroffen (z. B. b-Welle: 299,08 µV in Gruppe IV; 237,77 µV in 
der Kontrollgruppe). Die Ableitungen der linken Retina waren zwar immer etwas 
schlechter als die Kontrollableitungen, zeigten aber zum Zeitpunkt sechs 
Monate im Bereich der a-Welle die besten Werte unter den Versuchsgruppen. 
 
Die insgesamt niedrigste Funktionalität war in der Versuchsgruppe V 
(Axotomie) zu beobachten. Eine steigende bzw. fallende Tendenz der Werte 
war nicht zu erkennen. Die Messergebnisse waren in dieser Versuchsgruppe zu 





Abb. 11  Höhe der elektroretinographischen Potenziale in den Versuchsgruppen 
Elektrophysiologische Messergebnisse zwei (A), vier (B) und sechs (C) Monate 
postoperativ. Die Balken stellen die Mittelwerte der linksseitig abgeleiteten 
Potenziale (LA) dar, die Rauten die der rechtsseitig abgeleiteten Potenziale (RA). Die 





Abb. 12  Exemplarische ERG-Kurven aller Versuchsgruppen 
Für jede Versuchsgruppe wird eine Kurve der skotopischen Messung bei -20 dB 
dargestellt. RA. Ableitungen vom rechten Auge. LA. Ableitungen des linken, 




4.2 Quantifizierung der regenerierenden RGZ 
 
Die unter 3.2.2.10 beschriebene Technik der retrograden Markierung der RGZ 
eignet sich, um sowohl die Zellkörper als auch die Dendriten der RGZ 
vollständig anzufärben und ermöglicht damit sowohl eine Quantifizierung als 
auch eine Klassifizierung derselben. Die gleichmäßige Verteilung der 
markierten RGZ über die gesamte Oberfläche der Netzhaut ist ein Hinweis 
darauf, dass Neurone der gesamten retinalen Oberfläche an der Regeneration 
der Axone in das PNT beteiligt waren. Nur gelegentlich zeigten andere Zellarten 
der Retina eine Farbstoffaufnahme, so dass vornehmlich von einer 
ganglienzellspezifischen Markierung auszugehen war. Immunkompetente 
Zellen, wie z. B. Mikroglia, phagozytieren absterbende, fluoreszierende 
Neurone und werden somit transzellulär angefärbt (KACZA und SEEGER 
1997). Die über den transzellulären Transport angefärbten Mikrogliazellen 
waren morphologisch eindeutig von retinalen Ganglienzellen zu unterscheiden 
und nur selten vorhanden. 
 
Die Ausgangspopulation von retrograd anfärbbaren Ganglienzellen in der 
Rattenretina wurde durch die vom linken CS ausgehende, retrograde 
Markierung bestimmt. Aufgrund der hohen Dichte markierter RGZ in beiden 
Augen war eine morphologische Einteilung nicht durchführbar und die Zellen 
wurden lediglich quantitativ erfasst. Da bei der Ratte circa 95 % der 
Sehnervenfasern im Chiasma opticum kreuzen, waren in der rechten Retina 
deutlich mehr RGZ angefärbt (1 890,12 ± 447,15 RGZ / mm2) als in der 
ipsilateralen linken Retina (37,34 ± 16,98 RGZ / mm2). Ausgehend von einer 
retinalen Gesamtfläche von 40 mm2 ergaben sich somit insgesamt 75 604,93 
markierte RGZ in der rechten Retina und 1 493,73 markierte RGZ in der linken 
Retina. Laut Literaturangaben sind in etwa 100 000 RGZ in der Retina einer 
Ratte vorhanden (SCHOBER und GRUSCHKA 1977), von denen circa 77 000 
retrograd vom CS aus markierbar sind (FISCHER 2000). Zum Vergleich 
befinden sich in der Retina eines Affen 1,5 Millionen RGZ und beim Menschen 
circa 1,2 Millionen (OPPEL 1967). In Teil A des unten stehenden 
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Balkendiagramms ist aus Gründen der Übersicht die Ganglienzellzahl der linken 
Retina aufgetragen. 
 
Einen Monat nach chirurgischer Intervention zeigte sich in den Retinae mit 
Verbindung zum Muskel (n = 3) die größte Anzahl markierter RGZ 
(48,15 ± 11,22 RGZ / mm2), gefolgt von den mit einem blind endenden PNT 
verbundenen Retinae (43,52 ± 8,49 RGZ / mm2; n = 3). Einen Monat nach einer 
offenen Quetschung des Sehnervs konnten 38,66 ± 14,09 RGZ / mm2 gezählt 
werden (n = 4). Die wenigsten Zellen überlebten in der Axotomie-Gruppe 
(23,46 ± 13,90 RGZ / mm2; n = 3). Die Unterschiede zwischen den 
Versuchsgruppen waren einen Monat postoperativ nicht signifikant (p = 0,28). 
Bezogen auf eine Ausgangspopulation von 100 000 Ganglienzellen in der 
Retina der Ratte überlebten nach einem Monat 1 – 2 % der 
Ganglienzellpopulation. 
 
Sechs Monate postoperativ überlebten die meisten Zellen in den Retinae, bei 
denen der Sehnerv gequetscht worden war (245,40 ± 82,33 RGZ / Retina; 
n = 5). 160,50 ± 85,76 RGZ konnten durchschnittlich in den Retinae mit Kontakt 
zum Muskelgewebe (n = 6) gezählt werden. Nur geringfügig weniger Zellen 
regenerierten in den mit dem Kortex verbundenen Retinae (150,00 ± 130,84 
RGZ / Retina; n = 5). Erneut zeigte die Axotomie-Gruppe (n = 5) mit 
26,20 ± 36,37 RGZ / Retina die geringste Überlebensrate der RGZ. Prozentual 
betrachtet überlebten 0,03 - 0,25 % der ursprünglichen Ganglienzellpopulation 
die Zeitdauer von sechs Monaten nach chirurgischer Manipulation. Insgesamt 
sind die quantitativen Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen nach sechs 
Monaten statistisch signifikant (Oneway ANOVA: p = 0,019). 
 
Auch nach neun Monaten konnten quantitative Unterschiede zwischen den 
Versuchsgruppen mit einer Signifikanz von p = 0,056 festgestellt werden. Mit 
291,25 ± 137,66 RGZ zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Überlebensrate in 
der CS-Gruppe (p = 0,038; n = 4) im Vergleich zur Anzahl regenerierender RGZ 
in dieser Gruppe nach sechs Monaten (131,00 ± 67,65 RGZ / Retina; n = 6). 
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Die Zahl regenerierender RGZ hatte sich demnach mehr als verdoppelt. Auch in 
der Gruppe mit blind endendem PNT konnte eine drastische, wenn auch nicht 
signifikante (p = 0,1) Steigerung der Zellzahl festgestellt werden. Während nach 
sechs Monaten (n = 4) nur 86,25 ± 116,71 RGZ in das PNT regenerierten, 
waren nach neun Monaten (n = 5) im Schnitt 238,00 ± 176,02 regenerierende 
RGZ in der Retina vorhanden. Relativ stabil blieb die Zellzahl in der 
Versuchsgruppe mit Kontakt zum Kortex nach neun Monaten (119,57 ± 77,31 
RGZ / Retina; n = 7). Ein ähnliches Ergebnis ergab die Auszählung der 
axotomierten Retinae nach neun Monaten (123,20 ± 86,78 RGZ / Retina; 
n = 5). Damit hatte sich die Anzahl überlebender RGZ in der Versuchsgruppe V 
(Axotomie) mehr als vervierfacht (p = 0,05). Die geringste Menge überlebender 
RGZ war nach neun Monaten in den mit dem Muskel verbundenen Retinae 
(n = 5) zu erkennen (78,60 ± 103,02 RGZ / Retina). Die Quantifizierung ergab 
insgesamt ein Überleben von 0,08 – 0,3 % der Grundpopulation der RGZ und 














Abb. 13  Quantifizierung der RGZ 
Die Diagramme zeigen die Anzahl der RGZ, die retrograd mit 4-Di-10-ASP zu 
verschieden Zeitpunkten nach dem operativen Eingriff markiert wurden. A. Anzahl 
der RGZ nach 1 Monat. p = 0,28. B. Anzahl markierter RGZ 6 Monate postoperativ. 
p = 0,019. C. Zustand nach 9 Monaten. p = 0,056. Die Balken zeigen die jeweiligen 





Abb. 14  Vergleich der Ganglienzellpopulation nach sechs und neun Monaten 
Verglichen wird die Anzahl markierter RGZ zu zwei verschiedenen Zeitpunkten (sechs 
und neun Monate postoperativ) innerhalb jeder Versuchsgruppe. Die Balken zeigen 
die jeweiligen Mittelwerte. Die Fehlerbalken stellen den Mittelwert ± 1,0 
Standardabweichung dar. A. Anzahl der RGZ in den Retinae mit Verbindung zum 
Kortex. B. Quantifizierbare RGZ in den mit dem CS wieder verbundenen Retinae. 
p = 0,038. C. Verbindung der Retinae mit dem M. masseter und Darstellung der 
Ganglienzellpopulation. D. Regenerierende RGZ in Retinae mit blind endendem PNT. 
E. Zustand nach Axotomie. p = 0,05. 
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4.3 Morphometrische Klassifizierung retinaler Ganglienzellen 
 
Sechs und neun Monate nach Transplantation bzw. Axotomie / Quetschung 
oder Muskelverbindung erfolgte neben der Quantifizierung auch die Typisierung 
der RGZ. Entscheidende Klassifizierungskriterien waren Größe und Form der 
Zellkörper sowie Anzahl und Anordnung der primären Dendriten. Die Einteilung 
erfolgte in drei Hauptgruppen basierend auf Beschreibungen retinaler 
Ganglienzellen in normalen Retinae der Ratte (FUKUDA 1977, PEICHL 1989, 
PERRY 1979, THANOS 1988a, THANOS 1988b). Im Folgenden sollen die 
einzelnen retinalen Ganglienzelltypen der Ratte kurz beschrieben werden. 
 
Typ I-Ganglienzellen 
Typ I-Ganglienzellen stellen mit einer perikaryalen Fläche von 
584,40 ± 154,22 µm2 die Größten unter den RGZ dar. Es handelt sich um tetra- 
bis pentagonale Zellen mit dicken, von allen vier bis fünf Ecken ausgehenden 
Dendriten, denen beim Menschen eine Beteiligung an der 
Kontrastwahrnehmung zugesprochen wird. 
 
 
Abb. 15  Retinale Ganglienzellen vom Typ I 








Als ein Subtyp der Typ I-Neurone gelten die ebenfalls sehr großen sogenannten 
δ-Zellen (517,63 ± 164,50 µm2), die sich von den Typ I-Zellen durch stärker 
gewundene Dendritenbäume unterscheiden (PEICHL 1989). 
 
 
Abb. 16  Retinale δ-Ganglienzellen 
Lichtmikroskopische Aufnahmen. Maßstabsbalken 50 µm. 
 
Typ II–Ganglienzellen 
Dieser Zelltyp ist durch einen kleinen, ovalen bis kugelförmigen Zellkörper 
gekennzeichnet, von dem drei bis vier dünne Primärdendriten abgehen. Im 
Mittel sind Typ II-Zellen 342,35 ± 72,93 µm2 groß. Sie sollen an der 
Wahrnehmung von Objekten beteiligt sein. 
 
 
Abb. 17  Retinale Ganglienzellen vom Typ II 
Typ II–Zellen sind mit weißen Pfeilen gekennzeichnet. Lichtmikroskopische 




Durch ihren bipolaren Aufbau sind die Typ III-RGZ, deren Funktion nicht 
vollständig geklärt ist, eindeutig zu identifizieren. Von den zwei Polen des 
Perikaryons (405,56 ± 114,38 µm2) erstrecken sich die beiden Hauptdendriten. 
 
 
Abb. 18  Retinale Ganglienzellen vom Typ III 
Lichtmikroskopische Aufnahmen. Maßstabsbalken 50 µm. 
 
Unklassifizierbare RGZ 
RGZ, die keinem der oben genannten Typen zugeordnet werden können, 
gelten als unklassifizierbar und machen den größten Teil der Zellpopulation 
aus. Ihr Erscheinungsbild ist sehr variabel im Hinblick auf Größe, Form und 
Dendritenanordnung. Im Durchschnitt sind die Somata dieser Zellen 
313,25 ± 107,29 µm2 groß. 
 
 
Abb. 19  Unklassifizierbare RGZ 
Lichtmikroskopische Aufnahmen. Maßstabsbalken 50 µm. 
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Verlagerte (displaced) RGZ 
Einige, typischerweise eher kleine RGZ (388,22 ± 186,60 µm2) sind in der tiefer 
liegenden inneren Körnerschicht der Retina lokalisiert und dadurch 
lichtmikroskopisch schwerer zu fokussieren. Die dendritischen Äste erstrecken 
sich in die innere plexiforme Schicht der Retina (THANOS 1988a). 
 
 
Abb. 20  Verlagerte RGZ 




Abb. 21  Perikaryale Fläche aller Zelltypen im Vergleich 
Aufgrund einer nicht bei allen Zelltypen gegebenen Normalverteilung der Messwerte 
wurden die Zellkörpergrößen mittels Kruskal-Wallis-Test verglichen. Die 
Größenunterschiede zwischen den Zelltypen sind hoch signifikant (p < 0,001). Die 









Abb. 22  Histogramme der einzelnen Zelltypen 
Die Histogramme zeigen die Verteilung der gemessenen Zellkörpergrößen der 





Abb.23  Repräsentative Zellsomata der drei Hauptgruppen der RGZ 
Die großen tetra- bis pentagonalen Zellsomata der Typ I-Ganglienzellen (A) 
unterscheiden sich deutlich von den kleineren, eher rundlichen Zellkörpern der 
Typ II-Ganglienzellen (B). Typ III–Ganglienzellen (C) zeichnen sich durch ihren ovalen, 
polarisierten Zellkörper aus, von dem zwei Hauptdendriten abzweigen. 
Maßstabsbalken 20 µm. 
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4.4 Zielabhängige Stabilisierung der regenerierenden retinalen 
Zelltypen 
 
Entsprechend ihrer unter 4.3.1 beschriebenen morphologischen Eigenschaften 
erfolgte eine Typisierung aller regenerierenden Ganglienzellen. Für jede 
Versuchsgruppe wurde daraus ein prozentuales Verteilungsmuster der RGZ-
Typen ermittelt. Somit konnten zellmorphologische Unterschiede zwischen den 
einzelnen Versuchsgruppen ermittelt werden. 
 
In allen sechs Versuchsgruppen war der überwiegende Anteil der RGZ 
unklassifizierbar. Bei den Versuchsgruppen, in denen den regenerierenden 
Axonen ein PNT zur Verfügung stand, zeigte sich jedoch eine Verschiebung 
zugunsten der klassifizierbaren Typ I - III Zellen. Dieser Effekt war sowohl nach 
sechs als auch nach neun Monaten zu beobachten. 
 
Nach sechs Monaten waren zum Beispiel 12,20 % der quantifizierten RGZ in 
den Retinae mit blind endendem PNT Typ I-Zellen. Bei Einführung des PNT in 
den CS konnten nach sechs Monaten sogar 20,05 % der RGZ dem Typ I 
zugeordnet werden. Hingegen zählten in den Retinae mit gequetschtem 
Sehnerv nur 0,63 % der Zellen zum Typ I, in den mit Muskel verbundenen 
Netzhäuten waren es 2,35 %. 
 
Eine Besonderheit ergab sich sechs Monate nach Axotomie. Hier war eine 
Zuordnung der überlebenden Zellen zu den entsprechenden Zelltypen 
überhaupt nicht möglich. Sämtliche RGZ waren unklassifizierbar. Einige der 
Zellen zeigten einen exzentrisch gelegenen Nukleus und nur wenig dendritische 
Fortsätze mit spärlichem Verzweigungsmuster, was ein Hinweis auf den 
degenerativen Zustand dieser Zellen war. 
 
Die Typ II-Zellen sind bezogen auf die typisierbaren RGZ die am häufigsten 
vorkommende Zellart. Auch in den Versuchsgruppen ohne PNT kommt dieser 
Zelltyp relativ häufig vor (13,12 % neun Monate nach Axotomie, 11,80 % neun 
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Monate nach Muskelverknüpfung, 12,16 % sechs Monate nach 
Sehnervenquetschung). Sobald den Axonen ein PNT zur Regeneration zur 
Verfügung stand, zeigte sich eine Zunahme dieses Zelltyps. 20 – 38 % der 
Zellen konnten in den Versuchsgruppen I, II und IV sowohl nach sechs als auch 
neun Monaten Regenerationsdauer als Typ II eingestuft werden. 
 
Dementsprechend gegenläufig verhielt sich der Anteil unklassifizierbarer RGZ. 
80 – 86 % der RGZ in den Netzhäuten ohne PNT entsprachen in ihrer 
Morphologie nicht den Klassifizierungsmerkmalen. Bei Verbindung zum Kortex 
oder zum CS und bei blind endendem PNT waren hingegen 45 – 73 % der 
Zellen unklassifizierbar. 
 
Die genaue prozentuale Aufteilung der Zelltypen in den verschiedenen Gruppen 











Abb. 24  Zielabhängige, morphologische Stabilisierung der RGZ 
Die Balken zeigen den prozentualen Anteil des jeweiligen Zelltyps an der 
Gesamtpopulation der quantifizierten RGZ. Die Ergebnisse der Klassifizierung nach 
sechs Monaten sind in grün dargestellt. Die violetten Balken zeigen die Resultate 
nach neun Monaten. Unter A. ist die Verteilung der Zelltypen in Versuchsgruppe I 
(Kortex) zu sehen. B. zeigt die Klassifizierungsergebnisse in den Retinae mit 
Verbindung zum CS. C. Zellmorphologische Einteilung der RGZ in den mit dem Muskel 
verbundenen Netzhäuten. D. Klassifizierung der RGZ in Versuchsgruppe IV (blind 
endendes PNT). E. Darstellung der Zellmorphologie nach Axotomie. F. Typisierung 
der RGZ sechs Monate nach offener Quetschung des Sehnervs. Die Balken zeigen die 




4.5 Anterograde Markierung regenerierender Axone 
 
In allen Versuchsgruppen, bei denen ein PNT verwendet wurde (I, II und IV) 
konnte nach anterograder Färbung mit intravitreal injiziertem 4-Di-10-ASP ein 
qualitatives Längenwachstum der Ganglienzellaxone durch das Transplantat 
nachgewiesen werden. Insgesamt wurden acht Transplantate beurteilt. In den 
meisten dieser Ischiasnervsegmente verliefen die axonalen Fasern auffallend 
parallel zueinander. In einigen Präparaten zeigten sich Bereiche, in denen die 
Axone nicht parallel zur Schnittfläche angeordnet waren. Stellenweise war eine 
Entzündungszellmigration zu beobachten, wobei die Entzündungszellen durch 





Abb. 25  Anterograde Markierung von Ganglienzellaxonen 
Längsschnitte eines transplantierten Ischiasnervs bei 200- (A) bzw. 400-facher (B) 
Vergrößerung. Anterograd mit 4-Di-10-ASP angefärbte Axone wachsen hindurch. DAPI 






4.6 Konfokale Mikroskopie 
 
Mit dieser Technik war es möglich, die dreidimensionale Anordnung aller 




Abb. 26  Konfokale Mikroskopie retinaler Ganglienzellen 
In A und B sind retinale Ganglienzellen vom Typ II mit Pfeilen markiert. Abbildung C 
zeigt eine Typ III–Ganglienzelle. D – F stellen unklassifizierbare RGZ dar. 






In den Semidünnschnitten (1 µm) der peripheren Nerventransplantate stellte 
sich eine Vielzahl gebündelter Axone dar, die von einer kontrastreichen 
Myelinscheide umgeben waren. Zum größten Teil waren die neuronalen Axone 
quer angeschnitten, aber auch längs angeschnittene, myelinisierte Fasern 
waren zu sehen. Bei den drei Versuchsgruppen mit PNT (I, II und IV) zeigten 
sich im Differentialinterferenzkontrast keine Unterschiede bezüglich Anordnung, 




Abb. 27  Semidünnschnitte eines PNT im Differentialinterferenzkontrast 
In unterschiedlicher Form und Größe sind die myelinisierten Axone bei 200-facher (A, 
B) bzw. 400-facher Vergrößerung (C, D) erkennbar. In D sieht man einen Übergang 
von im Längsschnitt angetroffenen Axonen im linken Bildbereich zu quer getroffenen 





Um die ultrastrukturellen Aspekte der Langzeitstabilisierung genauer zu 
untersuchen, muss man, ausgehend vom Differentialinterferenzkontrast, noch 
einen Schritt weiter gehen. In der TEM werden Ultradünnschnitte (90 - 120 nm) 
von einem vorher beschleunigten Elektronenstrahl durchleuchtet. Zur 
Bewertung der peripheren Nerventransplantate wurden 4 400 – 56 000 fache 
Vergrößerungen gewählt. 
 
In allen Versuchsgruppen, bei denen ein PNT verwendet wurde (I, II, IV), war 
eine ähnliche ultrastrukturelle Morphologie zu erkennen. Sowohl im proximalen 
als auch im distalen Teil des PNT waren myelinisierte sowie unmyelinisierte 
Axone vorhanden. Zum größten Teil lagen die im Querschnitt getroffenen 
Axone in Bündeln zusammen (siehe Abb. 28), die gleichmäßig über das PNT 
verteilt waren. Stellenweise konnten aber auch solitäre Axone aufgefunden 
werden. In unmittelbarer Nachbarschaft der Axone befanden sich die Zellkerne 
der Schwann-Zellen, die die Myelinscheide bildeten. Bei größerer Vergrößerung 
war die lamelläre und damit typisch peripher-nervöse Struktur der 
Myelinscheide erkennbar. Der Eindruck eines peripheren Myelinisierungs-
musters wurde dadurch untermauert, dass eine Schwann-Zelle immer nur die 
Myelinscheide für ein Axon bildete. Im ZNS dagegen umhüllt ein Oligodendrozyt 
in der Regel immer mehrere Axone. In einigen Bereichen des PNT war die 
Ultrastruktur der Myelinscheiden durch beginnende Degenerationsprozesse des 
Myelins verändert. Unterschiede bezogen auf die Anzahl myelinisierter Axone 












Abb. 28  Elektronenmikroskopische Darstellung myelinisierter Axone im PNT 
In Bündeln liegende Axone, die von Myelin bildenden Schwann-Zellen umgeben sind, 
bei 4 400-facher Vergrößerung (A). Der Zellkern einer Schwann-Zelle ist mit einem 
roten Stern gekennzeichnet. Die lamelläre Struktur der intakten Myelinscheide ist bei 
56 000-facher Vergrößerung gut erkennbar (B). Teilweise war die Myelinscheide 





4.9.1 Expressionsanalyse des Neurotransmitterenzyms Cholinacetyl-
transferase 
 
Cholinacetyltransferase (ChAT) wird im Soma cholinerger Neurone exprimiert. 
Dazu gehören nicht nur Motoneurone, sondern auch die cholinozeptiven, 
amakrinen Zellen in der Retina (siehe Abb. 29). Um zu überprüfen, ob auch 
regenerierende RGZ nach Konfrontation mit quergestreifter Muskulatur den 
peripher-neuronalen Transmitter exprimieren, wurde die ChAT-Expression in 
den mit dem Muskel verbundenen und unbehandelten Retinae 
immunhistochemisch bestimmt. Zur genauen Identifizierung der RGZ erfolgte 
eine ganglienzellspezifische Doppelfärbung mit Thy-1 (Thymocyte 
differentiation antigen). Thy-1 ist ein Zelloberflächenprotein, das als Marker für 
axonale Fortsätze reifer Neurone verwendet werden kann. Bei Ratten und 
Mäusen ist Thy-1 auch im Zellsoma und in den neuronalen Dendriten 
anwesend. Die Lokalisierung des ChAT-Antikörpers wurde mit einem TRITC-
gekoppelten Zweitantikörper visualisiert. Thy-1 wurde mit einem FITC-
gekoppelten Zweitantikörper sichtbar gemacht. Um zusätzlich die Zellkerne in 
den retinalen Querschnitten darzustellen, wurden diese nach Beendigung des 
immunhistochemischen Färbevorgangs mit DAPI-Mowiol eingedeckt. Eine 
Kolokalisation von ChAT- und Thy-1-Immunoreaktivität konnte in den Retinae 
mit Verbindung zum Muskel (n = 3) gezeigt werden (siehe Abbildung 30). In den 







Abb. 29  Immunhistochemische Darstellung ChAT-positiver, amakriner Zellen 
Dargestellt sind Querschnitte einer Kontrollretina bei 200- (A) bzw. 400-facher (B) 
Vergrößerung. Die Zellkörper der ChAT-exprimierenden, amakrinen Zellen liegen zum 
größten Teil in der inneren Körnerschicht, aber auch vereinzelt in der 
Ganglienzellschicht. Die ChAT-Expression wurde durch einen TRITC-gekoppelten 




Abb. 30  Kolokalisation von Thy-1- und ChAT-positiven Zellen in der Retina 
Retinale Querschnitte bei 400-facher Vergrößerung. Zellen, bei denen eine Kolokali-
sation der beiden Antikörper festgestellt werden konnte, sind durch einen Pfeil 
markiert. Beide Retinae waren direkt mit dem Kaumuskel verbunden. Zustand einen 
Monat postoperativ (A) und neun Monate postoperativ (B). Maßstabsbalken 50 µm. 
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4.9.2 Immunhistochemische Charakterisierung regenerierender 
Ganglienzellaxone 
 
Die regenerierenden retinalen Ganglienzellaxone wurden bereits in vivo durch 
intravitreal injiziertes DiASP angefärbt, das im Cy2-Filter des 
Fluoreszenzmikroskops sichtbar ist. Die drei im Folgenden beschriebenen 
Antikörper mit neuronaler Expressionsspezifität wurden durch einen im roten 
Bereich fluoreszierenden Zweitantikörper (TRITC) markiert. Die Zellkerne der 
Schwann-Zellen im PNT wurden mit DAPI angefärbt. 
 
Tubulin ist ein globuläres Protein, dessen bekannteste Vertreter α- und β-
Tubulin sind. Durch Zusammenlagerung ihrer Dimere bilden sie die Mikrotubuli 
des Zytoskeletts. β-III-Tubulin ist ein Element des Mikrotubulisystems, das 
ausschließlich in Neuronen exprimiert wird und daher ein geeigneter Marker für 
den Nachweis von neuronalem Zytoskelett in den transplantierten 
Ischiasnervsegmenten ist. Auf der gesamten Länge des PNT konnte β-III-
Tubulin nachgewiesen werden. 
 
GAP-43 (Growth-Associated Protein-43) ist eines der wichtigsten Wachstums- 
sowie Plastizitätsassoziierten Proteine im Reifungsprozess von Nervenzellen, 
das während neuronaler Wachstumsphasen (SKENE und WILLARD 1981) und 
in der Frühphase der Synaptogenese (MAHALIK et al. 1992) sowohl im PNS als 
auch im ZNS verstärkt exprimiert wird. Einen weiteren Hinweis auf seine 
Bedeutung in der frühen neuronalen Reifungsphase gibt seine vermehrte 
Anreicherung in den Wachstumskegeln auswachsender Axone (MEIRI und 
GORDON-WEEKS 1990, MEIRI et al. 1998). Außerdem spielt es eine wichtige 
Rolle bei der Axonregeneration (BENOWITZ und ROUTTENBERG 1997), 
wobei die Fähigkeit retinaler Ganglienzellen zur Regeneration und die erhöhte 
GAP-43-Expression in direktem Zusammenhang stehen (SCHADEN et al. 
1994). GAP-43 ist ein idealer Marker, um die neuronale Aktivität der in das 
Ischiasnervtransplantat hinein regenerierenden RGZ nachzuweisen. Auch nach 
sechs bzw. neun Monaten zeigten noch einige der Fasern positive Reaktion auf 
den gegen GAP-43 gerichteten Antikörper. 
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Neurofilamente sind für Neurone bzw. neuroepitheliale Stammzellen 
gewebsspezifische Proteine. Sie gehören zur großen Gruppe der 
Intermediärfilamente, die zusammen mit den Mikrotubuli und den 
Aktinfilamenten das Zytoskelett einer Zelle bilden, wodurch die Zelle eine 
mechanische Stabilität erhält. Die Stärke der Neurofilamentexpression 
beeinflusst direkt den axonalen Durchmesser und hat damit Auswirkung auf die 
Leitungsgeschwindigkeit elektrischer Signale entlang der Axone (LEE und 
CLEVELAND 1996). Neurofilament-200 (NF-200) ist ein spezifischer Marker für 
die axonalen Strukturen eines Neurons. In der immunhistochemischen Analyse 
zeigte sich nach Inkubation mit einem Antikörper gegen NF-200 ein starkes 




Abb. 31  Immunhistochemische Analyse eines PNT im Längsschnitt 
Längsschnitte eines transplantierten Ischiasnervs, die mit Antikörpern gegen die 
folgenden Proteine immunhistochemisch angefärbt wurden: β-III-Tubulin (A), GAP-43 






Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit war 
 
A)  ob der Ersatz des Sehnervs durch ein peripheres Nervensegment bzw. 
durch Fremdgewebe RGZ über einen langen Zeitraum hinweg 
morphologisch und funktionell stabilisieren kann, 
 
B)  inwieweit regenerierende RGZ dadurch peripher-nervöse Eigenschaften 
annehmen und 
 
C) ob Unterschiede der Stabilisierung der RGZ in Abhängigkeit von der 
Hirnregion, mit der das PNT in Kontakt steht, zu beobachten sind. 
 
Bevor die Ergebnisse einer Diskussion unterzogen werden, sollen diese 
zunächst zusammenfassend dargestellt werden: 
 
1)  Der direkte Pupillarreflex kann nach Verbindung des PNT mit 
unterschiedlichen Zielgeweben nicht wieder hergestellt werden. 
 
2)  Die funktionelle Integrität der Netzhautschichten (retinale Ganglienzell-
schicht ausgeschlossen) ist sechs Monate nach Sehnervenläsion noch 
vorhanden und kann besonders gut in den Retinae mit Kontakt zum 
Muskelgewebe stabilisiert werden. 
 
3) Neun Monate nach chirurgischer Intervention am Sehnerv sind 
regenerierende Ganglienzellen in der Retina noch stabil. Bezogen auf die 
Anzahl regenerierender bzw. überlebender RGZ bestehen statistisch 




4) Abhängig vom Zielgewebe zeigen sich Unterschiede in der 
Klassifizierbarkeit der regenerierten RGZ. RGZ, denen ein PNT zur 
Verfügung stand, sind morphologisch besser zu typisieren. 
 
5) Mittels anterograder und immunhistochemischer Färbung sind 
regenerierende Ganglienzellaxone im PNT nachweisbar. 
 
6) Ultrastrukturelle Untersuchungen der Ischiasnervsegmente deuten auf 
zentral-nervöse Neurone und peripher-nervöse Gliazellen hin. 
 
7) Nach Verbindung zum Muskelgewebe lassen sich Änderungen im 
Transmittermuster regenerierender RGZ feststellen. 
 
 
5.1 Funktionelle Bewertung der regenerierenden visuellen 
Bahn 
 
Bei Verbindung regenerierender, retinaler Axone mit der prätektalen Region 
(Nucleus olivaris praetectalis) über ein PNT erholt sich sieben bis acht Wochen 
nach Transplantation die Pupillenantwort auf Lichteinfall (THANOS 1992). Die 
Antworten der operierten Augen auf Lichteinfall sind zwar weniger stark 
ausgeprägt als bei gesunden Kontrollaugen, aber die Axone sind in der Lage, 
funktionell wirksame, synaptische Verbindungen mit Zellen des Nucleus olivaris 
praetectalis einzugehen und somit die Pupillenreflexbahn wiederherzustellen. In 
der gleichen Studie wurde gezeigt, dass eine Verbindung mit dem CS keinen 
positiven Effekt auf die Pupillenaktivität hat. Diese Angabe deckt sich mit den 
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. 
 
Sasaki et al. (1993) wiesen nach, dass bei Hamstern nach Ersatz des distalen 
Sehnervenstumpfes durch ein PNT und Verbindung mit dem ipsilateralen CS 
eine Vermeidung von Licht für die Tiere möglich ist. Die Fähigkeit zur Hell-
Dunkel-Unterscheidung kann bei Ratten festgestellt werden, deren axotomierter 
Sehnerv mit CS und Thalamus in Verbindung steht (THANOS et al. 1996). 
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Simple visuelle Funktionen wie die Reaktion der Pupille auf Licht können 
demnach durch den Gebrauch peripherer Nerventransplantate und deren 
Verbindung mit entsprechenden Reflexzentren im Gehirn rekonstruiert werden. 
 
Da im Versuchsaufbau der vorliegenden Arbeit keine Verbindung der 
regenerierenden Axone mit einem Zielgebiet der Pupillenreflexbahn gegeben 
war, war eine Wiederherstellung dieses Reflexes nicht zu erwarten. 
 
Die Konstriktion der linken Pupille nach Lichteinfall auf das rechte Auge 
(positiver indirekter Pupillarreflex) war ein Hinweis darauf, dass der linke, 
efferente Schenkel, beginnend in den Edinger-Westphal-Kernen des Okulo-
motoriusgebietes, während der chirurgischen Intervention unversehrt geblieben 
ist. Einige der Afferenzen aus dem intakten, rechten Auge projizieren von der 
Area praetectalis ausgehend zum linken Edinger-Westphal-Kern und 
ermöglichen somit die Reizweiterleitung bis zum Pupillenschließmuskel des 
linken Auges. 
 
Nach beidseitiger Sehnervendurchtrennung und Verbindung des linken 
Sehnervs zum ipsilateralen CS über ein PNT sind Ratten in der Lage, zwischen 
zwei verschiedenen Mustern, auf die sie vorher trainiert worden sind, zu 
unterscheiden (THANOS et al. 1997). Um die Sehfähigkeit dieser Ratten 
elektrophysiologisch zu erfassen, wurden visuell evozierte Potenziale (VEPs) 
abgeleitet. Voraussetzung für die Generierung kortikal abgeleiteter VEPs ist 
eine intakte Signalübertragung von Netzhaut zu Sehnerv, Sehbahn und dem 
visuellen Kortex. Das VEP als ein wichtiges Untersuchungsmodell in der 
Elektrophysiologie eignet sich außerordentlich gut, um die Funktionalität der 
regenerierenden Axone in einem PNT zu überprüfen. Die VEPs der Tiere mit 
PNT unterscheiden sich von normalen Antworten zwar in Form, Amplitude und 
Latenzzeit, sind aber dennoch deutlich ableitbar. Dadurch wird die Annahme 
untermauert, dass auswachsende Neuriten, sobald sie sich dem CS nähern 
können, in der Lage sind, den visuellen Kreislauf durch das Ausbilden 
funktioneller Synapsen zu schließen. 
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In Versuchen mit gleichem Aufbau konnten bei Hamstern durch extrazelluläre 
Ableitungen aus dem CS, nach Stimulation der regenerierten Retina mit 
Lichtblitzen, exzitatorische sowie inhibitorische postsynaptische Antworten 
abgeleitet werden (KEIRSTEAD et al. 1989). Die Bildung funktioneller Kontakte, 
wie sie hier unter experimentellen Bedingungen beschrieben wird, impliziert, 
dass adulte Axone unter bestimmten Voraussetzungen in der Lage sind, einige 
embryonale Funktionen zu rekapitulieren, die für die Synaptogenese notwendig 
sind. 
 
Auf die Ableitung von VEPs wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit bewusst 
verzichtet. Der Fokus wurde auf die Überprüfung der Integrität der Netzhaut-
schichten, bis auf die Ganglienzellschicht, mittels ERG gelegt. Dabei sollte 
beurteilt werden, ob auch über einen langen postoperativen Zeitraum hinweg 
die Stabilität der Netzhaut gewährleistet werden kann. Die Ergebnisse haben 
gezeigt, dass diese Stabilität in allen Versuchsgruppen gegeben ist. Im 
Vergleich zu den ERGs, die bei unoperierten Tieren aufgezeichnet wurden, 
waren die Potenziale in den Versuchsgruppen zwar etwas geringer, aber nach 
wie vor ein Ausdruck ausreichender, vorhandener Netzhautintegrität. Zu allen 
drei Messzeitpunkten zeichneten sich vor allem die Retinae mit Verknüpfung 
zum Kaumuskel durch stabile Potenziale aus. Eine Erklärung könnte die 
geringere perioperative Manipulation im Vergleich zu Transplantationseingriffen 
sein. Obwohl der Bulbus und damit verbunden die retinalen Schichten bei einer 
reinen Sehnervendurchtrennung (Axotomie) noch weniger manipuliert werden, 
waren die Potenziale dieser Netzhäute insgesamt niedriger, so dass ein 
stabilisierender Effekt des Muskels auf die Photorezeptoren und bipolaren 
Zellen der Netzhaut angenommen werden kann. 
 
Andere Arbeiten berichten über eine im zeitlichen Verlauf auftretende 
Veränderung der elektrophysiologischen Zellaktivität der RGZ bei Verwendung 
eines PNT. Untersucht wurde die Antwort auf Lichtstimuli von Neuronen, die 
entweder von der Retina (KEIRSTEAD et al. 1985) oder vom Hirnstamm 
(GAUTHIER und RASMINSKY 1988) aus in ein PNT regenerieren. Nach neun 
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bis zwölf Monaten zeigen sich deutlich abnehmende elektrophysiologische 
Antworten, die zum Teil sogar komplett erlöschen. Dieses abnehmende 
Reaktionsmuster der Neurone setzt stellenweise bereits nach zwei Monaten 
ein. Eine derart frühe Abnahme der elektrophysiologischen Zellaktivität konnte 
durch die Ergebnisse dieser Arbeit nicht bestätigt werden. Verglichen mit den 
Messungen, die zwei Monate postoperativ aufgezeichnet wurden, ließen sich 
nach vier Monaten zwar insgesamt niedrigere Potenziale ableiten, diese blieben 
aber bis sechs Monate nach chirurgischer Intervention stabil. Der Zustand nach 
neun Monaten wurde nicht überprüft. Daher konnte ein eventuell erneut 
einsetzender, fortschreitender Integritätsverlust nicht beurteilt werden. 
 
 
5.2 Quantifizierung retinaler Ganglienzellen 
 
Durch die retrograde Markierung der RGZ mit dem Farbstoff 4-Di-10-ASP war 
es möglich, die Anzahl regenerierender RGZ in jeder Retina zu bestimmen. 
 
Die Bestimmung der Ausgangspopulation retrograd anfärbbarer, retinaler 
Ganglienzellen ergab etwa 75 000 RGZ und deckt sich somit mit Angaben 
vorangegangener Studien, in denen insgesamt 77 000 RGZ retrograd angefärbt 
werden konnten (FISCHER 2000). Die Gesamtpopulation von 100 000 RGZ in 
der Netzhaut einer Ratte (SCHOBER und GRUSCHKA 1977) kann durch die 
vom CS ausgehende retrograde Färbung nicht komplett erfasst werden. Dies ist 
allein durch die Färbetechnik bedingt, bei der nie alle im CS mündenden Axone 
der RGZ gleichmäßig mit den Farbstoffkristallen in Kontakt gebracht werden 
können. 
 
Die positiven Auswirkungen eines peripheren Nerventransplantats auf das 
Überleben der RGZ und das Aussprossen retinaler Axone sind bereits aus 
diversen Arbeiten bekannt (VIDAL-SANZ et al. 1987, VILLEGAS-PEREZ et al. 
1988). Die Frage, die hinter der vorliegenden Arbeit stand, war die Frage nach 
einer sogenannten target-dependant, d. h. einer zielgebiets-abhängigen 
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Regeneration der RGZ. Dafür wurden den regenerierenden Axonen 
unterschiedliche Zielgebiete zur Verfügung gestellt. 
 
In Versuchsgruppe I wurde das distale Ende des PNT in den unter der 
Knochenrinne befindlichen Kortex eingeführt. Das kortikale Gewebe diente 
hierbei als eine Art neutrales, nicht-anatomisches und somit neues Zielgebiet 
für die Axone. ZWIMPFER et al. (1992) haben gezeigt, dass regenerierende 
Axone des ZNS persistierende Synapsen mit neuen Zielgebieten eingehen 
können. Nach sechs Monaten überlebten in dieser Gruppe 0,15 % der 
ursprünglichen Ganglienzellpopulation. Neun Monate nach Transplantation 
hatten 0,12 % der RGZ ihre Axone in das PNT hinein regeneriert. Es zeigte sich 
also ein nur leicht progredienter Ganglienzellverlust über diesen langen 
Zeitraum hinweg. Das kortikale Gewebe als nicht-anatomische Zielstruktur war 
demnach nicht in der Lage, eine weitere Zunahme regenerierender RGZ zu 
bewirken. Sechs Monate postoperativ war, verglichen mit den axotomierten 
Retinae, zwar eine fünffach höhere Überlebensrate zu beobachten, dieser 
Unterschied konnte aber nach neun Monaten nicht mehr bemerkt werden. 
 
Betrachtet man dagegen das Regenerationsverhalten der Ganglienzellen, die 
eine Verbindung zu einem ihrer natürlichen Zielgebiete hatten, ist eine deutliche 
Steigerung der Langzeit-Regeneration zu erkennen (Versuchsgruppe II). Der 
Colliculus superior, als eine Station der Sehbahn, diente in diesem 
Versuchsaufbau als natürliches Zielgebiet. Nach sechs Monaten postoperativer 
Verweildauer lag der Anteil regenerierter RGZ bei 0,13 %. Es zeigte sich kein 
erheblicher Unterschied zur Gruppe, in der die Axone in nicht-anatomisches, 
kortikales Zielgewebe hinein regenerierten. Neun Monate postoperativ war 
jedoch ein signifikanter Anstieg der Regeneration zu verzeichnen (p = 0,038). 
Die mittlere Zellzahl regenerierter RGZ hatte sich, verglichen mit der nach 
sechs Monaten ermittelten Zellzahl, mehr als verdoppelt (0,3 %). Bezogen auf 





Bei Transplantation eines blind endenden Ischiasnervensegments blieben einen 
Monat nach chirurgischer Intervention 1,7 % der retinalen Ganglienzell-
population erhalten. Betrachtet man die Überlebensrate der RGZ nach sechs 
Monaten fällt ein massiv fortschreitender Zellverlust auf (0,09 %), der sich aber 
nach weiteren drei Monaten Versuchsdauer auffallend stabilisierte (0,24 %). Die 
Anzahl der RGZ hatte sich nach neun Monaten im Vergleich zur Anzahl der 
RGZ nach sechs Monaten annähernd verdreifacht. Somit muss das 
Transplantat allein, ohne Kontakt zu einem Zielgebiet, bereits eine regenerative 
Wirkung auf die RGZ ausgeübt haben. Hierfür sind vor allem die Schwann-
Zellen verantwortlich, die durch ihre Proliferation zwei bis drei Tage nach der 
Transplantation (AGUAYO 1985) und die Produktion von Neurotrophinen, wie 
z. B. NGF (BUNGE 1994, TERENGI 1995) regenerationsfördernde Effekte auf 
die Axone haben. Verglichen mit allen anderen Versuchgruppen war die retinale 
Ganglienzellzahl in der Gruppe mit blind endendem PNT nach neun Monaten 
nur der Regenerationsrate in den Retinae mit Verbindung zum CS unterlegen. 
Sie war sogar doppelt so hoch wie in den Netzhäuten mit Verbindung zum 
Kortex und damit deutlich effizienter. Daraus könnte man schließen, dass die 
Regenerationsbereitschaft der RGZ neun Monate nach Transplantation 
gedämpft wird, sobald sie „erkennen“, dass ihre Axone in ein nicht-
anatomisches Zielgebiet geführt werden. Zudem offenbarte die Quantifizierung, 
dass die Verbindung zu anatomischen Zielgebieten, wie dem CS, der 
Verbindung mit neutralem, kortikalen Gewebe eindeutig überlegen war. 
 
Zusammenfassend führen diese Ergebnisse zu der Annahme, dass die 
grundsätzlich regenerationspermissive Wirkung eines blind endenden PNT über 
einen langen Zeitraum hinweg durch Verbindung mit anatomischen Zielgebieten 
verbessert werden kann, wohingegen diese durch Verbindung mit nicht-
anatomischen Zielgebieten eher verschlechtert wird. Dessen ungeachtet 
müssen aber auch vom neutralen, kortikalen Gewebe gewisse regenerations-
fördernde Einflüsse ausgehen, die dazu führen, dass die RGZ sechs und neun 
Monate postoperativ auf gleich bleibendem Niveau stabilisiert werden. 
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Der Kontakt der RGZ mit Muskelgewebe ohne Verwendung eines PNT kann als 
Verbindung mit einem Fremdgewebe aufgefasst werden. Nach einem Monat 
war die Überlebensrate in dieser Gruppe mit 1,9 % am höchsten. Wie bei allen 
anderen Versuchsgruppen war nach sechs Monaten ein drastischer Abfall der 
Zellzahl zu vermerken (0,16 %). Zu diesem Zeitpunkt war die Anzahl 
regenerierter RGZ in etwa gleich hoch wie bei den ersten beiden 
Versuchsgruppen (Kortex und CS). Gegenüber den Retinae, die mit einem blind 
endenden PNT verbunden waren, war die Stabilisierungsrate in der Muskel-
Gruppe sogar fast doppelt so hoch. Dieser scheinbar stabilisierende Effekt des 
Muskelgewebes blieb jedoch über weitere drei Monate nicht erhalten. Nach 
neun Monaten waren nur noch 0,08 % der ursprünglichen Ganglienzell-
population vorhanden, so dass angenommen werden darf, dass zu diesem 
Zeitpunkt wachstumshemmende Effekte des Fremdgewebes überwogen haben. 
Geht man davon aus, dass auch Muskelgewebe, als ein für periphere Nerven 
physiologisches Zielgewebe, Neurotrophine sezerniert, haben diese vor allem in 
den ersten sechs Monaten einen noch drastischeren RGZ-Verlust verhindert. 
Die neurotrophe Versorgung konnte aber über neun Monate offensichtlich nicht 
aufrechterhalten werden. Eine Vermutung ist, dass sich die gliale Narbe im 
Bereich der Läsion des Sehnervs immer weiter ausdehnt, so dass die Axone 
diese nicht mehr überwinden können und die Neurotrophinversorgung aus dem 
Zielgewebe unterbrochen wird. Elektronenmikroskopische Untersuchungen 
haben aufgezeigt, dass die Axone der RGZ selbstständig nicht in der Lage sind, 
das gliale Narbengewebe vollständig zu überbrücken (HALL und BERRY 1989). 
Das Einwachsen in ein PNT wird ihnen erst durch die Anwesenheit von 
Schwann-Zellen erleichtert, die Zell-Kontakte mit den Neuronen eingehen, 
Neurotrophine sezernieren und vermutlich indirekt die zentral-nervöse Glia in 
der Verbindungszone modifizieren. 
 
In einem genetisch modifizierten Mausmodell, in dem die quergestreiften 
extraokulären Augenmuskeln nicht angelegt sind, konnte gezeigt werden, dass 
dieser extrinsische Stimulus Auswirkungen auf die intrinsischen Eigenschaften 
retinaler Progenitorzellen hat (KABLAR 2003). Während die Menge an 
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Vorläuferzellen für retinale Ganglienzellen erhöht ist, ist die Anzahl retinaler 
Vorläuferzellen für amakrine Zellen erniedrigt. Cholinerge amakrine Zelltypen 
fehlen sogar vollständig in den mutierten Retinae. Die Gesamtzahl retinaler 
Zellen erscheint allerdings völlig unverändert. Vor dem Hintergrund dieser 
Studie könnte der direkte Kontakt der RGZ-Axone mit dem Musculus masseter 
als extrinsischem Stimulus Einfluss auf die retinale Organisation und das 
Überleben der RGZ gehabt haben. In Abschnitt 5.6.1 dieser Arbeit wird auf die 
intrinsischen Eigenschaften der RGZ nach Muskelkontakt noch näher 
eingegangen. 
 
Die Anzahl überlebender RGZ nach Sehnervendurchtrennung reduzierte sich 
nach einer postoperativen Verweildauer von einem Monat um das 100-fache, 
nach neun Monaten sogar um das 1 000-fache verglichen mit der 
Ausgangspopulation von 100 000 RGZ. Dieser signifikante Zellverlust 
verbunden mit einem geringen Langzeit-Überleben der RGZ nach 
Sehnervendurchtrennung konnte in vorherigen Studien bestätigt werden 
(VILLEGAS-PEREZ et al. 1988). Eine Durchtrennung des Sehnervs ruft bei 
adulten Säugetieren eine Kaskade retrograder neuronaler (BARRON et al. 
1986, JAMES 1933, LIEBERMAN 1971, MISANTONE et al. 1984) sowie 
umgebungsbedingter Reaktionen hervor, die dazu führt, dass die RGZ 
allmählich zugrunde gehen und durch proliferierende Gliazellen ersetzt werden. 
Dabei sind die stark variierenden, retrograden Effekte einer solchen 
Sehnervendurchtrennung auf die retinalen Neurone hervorzuheben. Je 
nachdem, welches Tiermodell verwendet wird, wie alt die Versuchstiere sind 
und in welcher Distanz zum Zellkörper die Läsion gesetzt wird, zeigen sich 
erhebliche Unterschiede im Verhalten der RGZ. Bei Goldfischen zum Beispiel 
überleben die meisten RGZ nach einer Axotomie (MURRAY et al. 1982). Wie 
bereits beschrieben löst eine intrakranielle Axotomie des Sehnervs im Vergleich 
zur intraorbitalen Axotomie einen zeitlich verzögerten und milderen Zellverlust 
aus (MISANTONE et al. 1984). Ähnliche Effekte zeigen sich bei der peripheren 
Nerventransplantation an den Sehnerv. Wird das periphere Nervensegment 
direkt mit der Retina verbunden (SO und AGUAYO 1985) oder intraorbital an 
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den Sehnerv adaptiert (VIDAL-SANZ et al. 1987), kann ein ausgiebiges 
axonales Wachstum beobachtet werden. Bei einer intrakraniellen Adaptation 
des peripheren Nervs an den Sehnerv ist dies hingegen nicht der Fall 
(RICHARDSON et al. 1982). 
 
Auffallend ist die im Rahmen dieser Arbeit zu beobachtende steigende Tendenz 
überlebender Ganglienzellen in den axotomierten Retinae bezogen auf die 
beiden „Langzeitpunkte“ (sechs und neun Monate). Während nach sechs 
Monaten im Mittel nur 26,20 ± 36,37 RGZ / Retina (entsprechend 0,026 %) 
retrograd markiert werden konnten, waren nach neun Monaten durchschnittlich 
123,20 ± 86,78 RGZ / Retina quantifizierbar (entsprechend 0,12 %). 
Offensichtlich wurden die RGZ über einen längeren Zeitraum hinweg zusätzlich 
stabilisiert, so dass mehr RGZ überleben konnten. Nach wie vor sind die 
zugrunde liegenden molekularen Mechanismen nicht vollständig verstanden 
und es bleibt zu klären, warum einige der RGZ auch nach einer Axotomie ohne 
Nerventransplantation überleben. 
 
Einen Monat nach Sehnervenquetschung waren 1,6 % der RGZ retrograd vom 
Sehnervenstumpf aus anzufärben. Wie in allen Versuchsgruppen war auch hier 
ein signifikanter Ganglienzellverlust in den ersten vier Wochen der 
postoperativen Phase zu verzeichnen. Nach sechs Monaten ging die retinale 
Zellzahl auf 0,25 % zurück. Da die Quantifizierung überlebender RGZ in dieser 
Versuchsgruppe nur nach einer postoperativen Verweildauer von sechs 
Monaten vorgenommen wurde, konnte der weitere zeitliche Verlauf nicht 
beurteilt werden. Das Zugrundegehen adulter RGZ nach Quetschung ihrer 
Axone im Sehnerv steht im Einklang mit anderen Arbeiten, die nachweisen 
konnten, dass bei adulten Rana pipiens sechs Monate nach 
Sehnervenquetschung mehr als zwei Drittel der RGZ absterben (SCALIA et al. 
1985, STELZNER und STRAUSS 1986). Betont werden sollte, dass, im 
Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen, in der Gruppe mit offener 
Sehnervenquetschung die meisten RGZ überlebten. Verglichen mit der Anzahl 
überlebender RGZ in den axotomierten Retinae war der Unterschied hoch 
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signifikant (p < 0,01). Dieses doch erstaunliche Ergebnis gibt Anlass dazu, die 
Effektivität dieser Methode kritisch zu hinterfragen. Bislang ist die Quetschung 
des Sehnervs ein anerkanntes und häufig angewandtes Modell für die partielle 
Nervenläsion. Dabei ist die Störanfälligkeit dieser Methode sehr groß. Zum 
einen unterliegt der Druck, mit dem der Sehnerv gequetscht wird, großen 
individuellen Schwankungen und kann demnach nicht präzise angegeben 
werden. Auch die Dauer der Quetschung spielt eine große Rolle und variiert 
von Operateur zu Operateur, genauso wie das verwendete Instrumentarium. 
Zusammenfassend darf gesagt werden, dass die Sehnervenquetschung eine 
Methode darstellt, die nur schwer standardisiert werden kann und die als ein 
Modell der Nervenläsion in ihrer Effektivität der vollständigen Nerven-
durchtrennung eindeutig unterlegen ist. 
 
Im Vergleich zur Sehnervendurchtrennung fiel der retinale Zellverlust nach 
Sehnervenquetschung wesentlich milder aus. Eine weitere Erklärung hierfür 
könnte im axonalen Transportgeschehen liegen. Während bei einer 
vollständigen Sehnervendurchtrennung der axonale Transport neurotropher 
Faktoren abrupt unterbrochen wird, läuft der langsame axonale Transport 
zytoskeletaler Strukturen wie z. B. Neurofilament oder Tubulin, bei einer 
Sehnervenquetschung lediglich reduziert ab (MCKERRACHER et al. 1990b). 
Endogene Trophine des Auges scheinen demnach Effekte auf das Wachstum 
und die Ramifikation verletzter zentral-nervöser Neurone zu haben (AGUAYO 
et al. 1996). 
 
Die Auffassung der partiellen (Sehnervenquetschung) bzw. vollständigen 
(Axotomie) Sehnervenverletzung als ein Degenerationsmodell kann in dieser 
Arbeit bestätigt werden. Dennoch ist die Effektivität der Sehnervenquetschung 
kritisch zu beurteilen, da sie ein Verfahren darstellt, das schwer zu 





5.3 Klassifizierung retinaler Ganglienzellen 
 
Die langzeitstabilisierten RGZ wurden entsprechend ihrer Morphologie 
klassifiziert (THANOS und MEY 1995). Die verschiedenen Zellkategorien 
basieren dabei auf morphologischen Klassifizierungsmerkmalen früherer 
Arbeiten, die RGZ in der normalen Retina der Ratte beschreiben (FUKUDA 
1977, PEICHL 1989, PERRY 1979, THANOS 1988a, THANOS 1988b). Im 
Wesentlichen wurden die fünf Klassifizierungsgruppen für regenerierende 
Ganglienzellen in der Rattenretina aus der Arbeit von THANOS und MEY 
(1995) übernommen, die deutlich identifizierbar sind und an normale 
Ganglienzellkorrelate erinnern. Dabei ist zu betonen, dass die Morphologie 
retinaler Ganglienzellen tierartliche Variationen vorweist. So wurden zum 
Beispiel in der Retina des Kaninchens elf retinale Ganglienzelltypen identifiziert 
(ROCKHILL et al. 2002). 
 
Generell muss zwischen RGZ unterschieden werden, die lediglich überleben 
und RGZ, die überleben und in ein PNT regenerieren (QUAN et al. 1999). 
Durch die Technik der retrograden Markierung vom PNT aus, wurden in der 
vorliegenden Arbeit in den Versuchsgruppen mit PNT (I, II und IV) lediglich die 
RGZ angefärbt, die ihre Axone in das Transplantat hinein regeneriert hatten. 
RGZ, die überlebt haben, ihr Axon allerdings nicht in das PNT einwachsen 
ließen, konnten den Farbstoff nicht aufnehmen. Bei den übrigen 
Versuchgruppen (III, V, VI) wurde der Farbstoff direkt am Optikusstumpf 
platziert. Vor dem Hintergrund, dass RGZ, die über ein PNT mit Muskelgewebe 
in Kontakt stehen, ihre Axone in das Fremdgewebe hinein regenerieren und 
innerhalb des Muskelgewebetransplantats erhebliche Strecken zurücklegen 
können (TAN und HARVEY 1999), war auch bei der direkten Verbindung zum 
Muskel (Gruppe III) von einer möglichen Regeneration der RGZ in das 
Fremdgewebe auszugehen. In dieser Versuchsgruppe wurden zusätzlich zu 
den überlebenden RGZ wahrscheinlich auch regenerierende RGZ markiert. In 
den Versuchgruppen V und VI konnte eine retinale Ganglienzellregeneration 
weitgehend ausgeschlossen werden, da der distale Sehnervenstumpf keine 
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regenerationspermissive Umgebung darstellt. Hier wurden ausschließlich 
überlebende RGZ angefärbt, die sich, wie die Klassifizierungsergebnisse 
zeigen, morphologisch von den regenerierten RGZ unterscheiden. Der Großteil 
der RGZ (81 – 100%) war sechs bzw. neun Monate nach Sehnerven-
durchtrennung und sechs Monate nach Sehnervenquetschung unklassifizierbar. 
Grundsätzlich waren in diesen Retinae RGZ mit deutlich spärlicher 
ausgebildeten Dendritenbäumen zu beobachten, was ein Hinweis auf den 
degenerativen Zustand dieser Zellen oder deren eingeschränkte Funktionalität 
sein könnte. 
 
Generell sind verschiedene RGZ-Typen in der Lage, ihre durchtrennten Axone 
in ein PNT einwachsen zu lassen (VIDAL-SANZ et al. 1987). Dabei erscheinen 
die regenerierenden RGZ bezogen auf ihre perikaryale Fläche im Vergleich zu 
den in einer Kontrollretina angefärbten RGZ vergrößert (THANOS und MEY 
1995, VIDAL-SANZ et al. 1987). Diese Vergrößerung beruht auf einem 
Anschwellen der Zellkörper als Reaktion auf die Axotomie (LIEBERMAN 1971). 
THANOS und MEY (1995) haben gezeigt, dass eine Wiederverknüpfung der 
Retina mit dem CS über ein PNT die Quantität und die typenspezifische 
Morphologie der Typ II-RGZ stabilisiert, während die Wiederverknüpfung mit 
dem Praetektum in einem selektiven Überleben und einer Stabilisierung großer 
Typ I-RGZ resultiert. In der vorliegenden Arbeit war der Anteil der Typ II-RGZ in 
den Retinae mit Verbindung zum CS sehr stabil und lag sowohl nach sechs als 
auch nach neun Monaten bei ungefähr 30 % der Gesamtzellzahl (29,57 % nach 
sechs Monaten; 29,74 % nach neun Monaten). Mit einem Anteil von circa 26 % 
und 37 % zeigte sich in den Netzhäuten mit Kontakt zum Kortex eine ähnliche 
Stabilisierungsrate der Typ II-RGZ. Beim blind endenden PNT konnten 38,72 % 
bzw. 19,75 % der RGZ dem Typ II zugeordnet werden, so dass eine 
präferentielle Stabilisierung von Typ II-RGZ durch Kontakt zum CS mit den 
Ergebnissen dieser Arbeit nicht bestätigt werden kann. Eine Erklärung hierfür 
liegt sehr wahrscheinlich in der Dauer der Regeneration. Während diese Arbeit 
die Zellmorphologie nach sechs und neun Monaten beschreibt, berichten 
THANOS und MEY (1995) über den Zustand acht Wochen nach 
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Transplantation. Somit scheint das morphologische Verteilungsmuster der RGZ 
zeitlichen Änderungen zu unterliegen. 
 
Die Aussage, dass nach Verwendung blind endender Transplantate sechs 
Monate nach Transplantation nur wenige große Zellen überleben, die den Typ I- 
und Typ III-RGZ zwar ähneln, aber aufgrund morphologisch veränderter 
Dendriten dennoch unklassifizierbar sind (THANOS und MEY 1995), kann nur 
in Teilen bestätigt werden. Sechs Monate nach Transplantation eines blind 
endenden Ischiasnervensegments waren lediglich 46 % der Zellen 
unklassifizierbar. Nur in den Netzhäuten der Versuchsgruppe II (CS) war der 
Anteil unklassifizierbarer RGZ mit 45 % unwesentlich geringer. Nach neun 
Monaten war der Anteil unklassifizierbarer RGZ in der Versuchsgruppe IV 
allerdings stark gestiegen (74 %). Dies lässt den Schluss zu, dass die 
Verknüpfung der RGZ mit einem zentralen (CS) oder neutralen (Kortex) 
Zielgebiet die RGZ besser typenspezifisch stabilisiert als ein blind endendes 
PNT. 
 
Die Regeneration klassifizierbarer RGZ kann zusätzlich zur Verwendung eines 
PNT durch intravitreale Injektion eines die Mikroglia hemmenden Faktors 
(MIF = macrophage / microglia inhibiting factor) verbessert werden (THANOS 
und MEY 1995). Die RGZ, die mit MIF behandelt worden sind und Kontakt zu 
einem zentralen Zielgebiet hatten, unterscheiden sich morphologisch deutlich 
von den RGZ nach Axotomie und von denen, die in ein blind endendes PNT 
einwachsen und nicht mit MIF behandelt worden sind. Höchst wahrscheinlich 
basiert dieser Unterschied auf dem neuroprotektiven Effekt, der von der 
Hemmung der Mikroglia durch den MIF ausgeht. Diese Studie hat belegt, dass 
eine Suppression der Axotomie-induzierten Mikrogliaaktivierung in Kombination 
mit der Verwendung eines PNT, das mit zentralen Zielgebieten in Verbindung 
steht, eine adäquate Methode darstellt, um eine ausreichende Menge 




Direkter Kontakt der RGZ zum Muskelgewebe ließ keine verbesserte 
Stabilisierung klassifizierbarer Zellen erkennen. Der Anteil unklassifizierbarer 
RGZ lag bei 81 – 87 % und entsprach damit dem Anteil unklassifizierbarer RGZ 
nach Sehnervendurchtrennung und -quetschung. Auch das restliche 
morphologische Zellprofil in dieser Gruppe zeigte große Übereinstimmung mit 
dem morphologischen Erscheinungsbild der RGZ nach Sehnerven-
durchtrennung und -quetschung. Die Menge der Typ II-Zellen machte in allen 
drei Gruppen 12 – 13 % der gesamten Zellpopulation aus. RGZ vom Typ I oder 
III waren nur in sehr geringem Ausmaß vorhanden (0 – 3 %). Aus diesen 
Resultaten darf geschlussfolgert werden, dass die morphologische 
Klassifizierbarkeit vor allem durch das PNT gefördert wird. Die Möglichkeit der 
RGZ, ihre Axone in eine regenerationspermissive Umgebung einwachsen zu 
lassen, begünstigt ein stabiles morphologisches Erscheinungsbild der 
Zellkörper sowie die flächendeckende Ausbreitung zahlreich angelegter 
Dendriten. 
 
Es bleibt festzuhalten, dass bezogen auf die morphologische Klassifizierbarkeit 
der RGZ deutliche Unterschiede innerhalb der einzelnen Versuchgruppen 
festzustellen sind. Man kann also annehmen, dass zum einen das PNT und 
zum anderen das Zielgewebe Einfluss auf die retinale Zellmorphologie hat. 
 
 
5.4 Anterograde Markierung regenerierender Axone 
 
Mit Hilfe der peripheren Nerventransplantation ist es möglich, zentral-nervösen 
Axonen ein posttraumatisches Längenwachstum innerhalb der regenerations-
permissiven Umgebung des PNT zu ermöglichen. Dieses Längenwachstum 
kann nach intravitrealer Farbstoffinjektion durch den anterograden Transport 
des Farbstoffs entlang der regenerierenden Axone dargestellt werden. 
 
Durch seinen lipophilen Charakter wird der Carbocyanin-Farbstoff 4-Di-10-ASP 
von der Plasmamembran intakter Zellen aufgenommen (FAHEY et al. 1977) 
und kann dort frei diffundieren oder in intrazelluläre Vesikel eingebaut werden. 
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Wie auch weitere Farbstoffe aus dieser Gruppe eignet er sich für die retrograde 
Markierung neuronaler Zellkörper (HONIG und HUME 1986) wie auch für die 
anterograde Markierung von Axonen, axonalen Wachstumskegeln und 
terminalen Verzweigungen (THANOS und BONHOEFFER 1987). Sowohl 
bereits fixiertes (GODEMENT et al. 1987) als auch lebendes Gewebe kann 
angefärbt werden. Während in fixiertem Gewebe vor allem Diffusionsprozesse 
eine Rolle spielen, wird der Farbstoff in lebendem Gewebe aufgrund aktiver 
axonaler Prozesse circa 6 mm pro Tag transportiert (THANOS und 
BONHOEFFER 1987), eine Geschwindigkeit, die der schnellen axonalen 
Transportrate entspricht. Fünf bis sieben Tage nach intravitrealer Injektion des 
gelösten 4-Di-10-ASP ist demnach eine Anfärbung der regenerierenden Axone 
im PNT auf ihrer gesamten Länge garantiert. 
 
Durch Gebrauch eines PNT werden Schwann-Zellen importiert, die zwei bis drei 
Tage nach Transplantation proliferieren (AGUAYO 1985) und sieben Tage nach 
Axotomie des Ischiasnervs verstärkt NGF-Rezeptoren exprimieren (TANIUCHI 
et al. 1986). Bereits in dieser ersten Phase beginnt die axonale Regeneration, 
die durch das Ausbilden von Wachstumskegeln im Bereich der 
Verbindungsstelle zwischen PNT und Sehnervenstumpf gekennzeichnet ist 
(TRECARTEN et al. 1986). Die zweite Phase der Axonregeneration in einem 
PNT ist durch das Einwachsen der Fasern in zentrales Gebiet und die 
beginnende Resynaptogenese sechs bis acht Wochen nach Transplantation 
charakterisiert (CARTER et al. 1989). In der ersten Phase der Regeneration 
muss die Morphologie der RGZ demnach zielgebietsunabhängig sein, aber zum 
einen abhängig von den vom PNT ausgehenden neurotrophen Faktoren 
(VILLEGAS-PEREZ et al. 1988) und zum anderen beeinflussbar durch 
pharmakologische Faktoren, wie den MIF (THANOS et al. 1993). 
 
Die Aussage von HARVEY et al. (1995), dass das axonale Wachstum in einem 
PNT auf die proximalen 1 – 1,5 mm begrenzt ist, konnte in der vorliegenden 
Arbeit nicht bestätigt werden. Das axonale Längenwachstum war im gesamten 
PNT zu erkennen, unabhängig davon, ob das distale Ende des PNT in ein 
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Zielgebiet mündete oder blind endete. Hervorgerufen durch eine Axon-
Zielgebiet-Interaktion elongieren Axone aber erst dann über das distale 
Transplantatende hinweg, wenn Zellen aus der Umgebung diffusionsfähige 
Moleküle bilden, die das Einwachsen in das Zielgebiet fördern (HANKIN und 
LUND 1991). Dabei können sowohl mit anatomisch korrekten Zielgebieten 
(CARTER et al. 1989) als auch mit neuen, nicht-anatomischen Zielgebieten, wie 
dem Cerebellum (ZWIMPFER et al. 1992), stabile Synapsen geknüpft werden. 
Die Penetration der unterschiedlichen Zielgebiete wurde in der vorliegenden 
Arbeit nicht überprüft, sodass keine Aussage über eine eventuell 
stattgefundene Synaptogenese gemacht werden kann. 
 
 
5.5 Ultrastrukturelle Aspekte der Langzeitstabilisierung 
 
Die Ergebnisse vorangegangener Studien, die die Ultrastruktur transplantierter 
Ischiasnervsegmente darstellen, stimmen mit der ultrastrukturellen Morphologie 
der Ischiasnervtransplantate in dieser Arbeit überein. Bevor auf das 
elektronenmikroskopische Erscheinungsbild des transplantierten Ischiasnervs 
eingegangen wird, soll kurz erläutert werden, wie sich die anatomischen 
Verhältnisse am peripheren Nerv während Entwicklung und Regeneration in der 
ultrastrukturellen Untersuchung darstellen. 
 
Da bei neugeborenen Ratten nahezu alle Axone des Ischiasnervs 
unmyelinisiert sind und in großen Bündeln angeordnet vorliegen, ist die 
Myelinisierung als ein postnatal ablaufender Prozess einzustufen 
(HILDEBRAND et al. 1987). In den ersten vier Lebenswochen schreiten 
axonale Myelinisierung, Segregation der Axone und Größenwachstum 
myelinisierter Axone rapide voran, bis das endgültige neuronale Muster des 
PNS vollständig ausgebildet ist. Die Myelinscheide peripherer Nervenfasern 
wird von den Schwann-Zellen gebildet, wobei eine Schwann-Zelle immer genau 
ein Axon umhüllt. Vier Tage nach Quetschung des Ischiasnervs zeigt sich im 
elektronenmikroskopischen Bild eine Präferenz der regenerierenden Axone zu 
benachbarten Axonen. Im weiteren zeitlichen Verlauf wachsen die Axone 
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ausschließlich, wenn Kontakt zu den Schwann-Zellen und deren Basallamina 
besteht (SCHWAB und THOENEN 1985), so dass davon auszugehen ist, dass 
periphere Nervenfortsätze genau wie Neuriten des ZNS zur Regeneration auf 
die Anwesenheit von Schwann-Zellen angewiesen sind. Allerdings können 
durchtrennte, periphere Nervenfasern auch in Transplantate, die aus der 
muskulären Basallamina gewonnen werden, hinein regenerieren. Die 
faszikuläre Anordnung großer, myelinisierter und einiger unmyelinisierter Axone 
in den Basallamina-Transplantaten gleicht dabei der ultrastrukturellen 
Morphologie in peripheren Nerventransplantaten (FAWCETT und KEYNES 
1986). Lässt man den durchtrennten Ischiasnerv durch biologisch abbaubare 
Polyesterschläuche regenerieren, zeigt sich sowohl in den Semidünnschnitten 
als auch elektronenmikroskopisch eine Vielzahl myelinisierter und 
unmyelinisierter Fasern (HENRY et al. 1985). Generell fallen bei der 
ultrastrukturellen Untersuchung des durch die Polyesterschläuche 
regenerierenden peripheren Nervs im Vergleich zum unbehandelten 
Kontrollnerv die reduzierte Anzahl großer Axone, ein erhöhter Anteil 
Bindegewebe sowie das vermehrte Vorkommen von Schwann-Zellen auf. 
JENQ und COGGESHALL (1984) haben gezeigt, dass die Regeneration des 
Ischiasnervs auch Effekte auf die axonale Population in nachfolgenden Nerven, 
wie z. B. dem Nervus suralis, hat. Die Effekte variieren zwischen den 
verschiedenen untergeordneten Nerven und machen sich in der Anzahl der 
Axone sowie im Anteil myelinisierter und unmyelinisierter Axone bemerkbar. 
 
Betrachtet man die Ultrastruktur peripherer Nerven, die als 
regenerationspermissive Transplantate für zentral-nervöse Nervenfasern 
fungieren, fällt das gleich bleibende Myelinisierungsmuster in den 
Transplantaten auf, das typisch für das PNS ist. In Querschnitten von 
Ischiasnervtransplantaten, die Medulla oblongata und zervikales Rückenmark 
verbinden, sieht man eine Vielzahl von Axonen, die von Schwann-Zellen 
myelinisiert werden, aber auch Bündel unmyelinisierter Axone (DAVID und 
AGUAYO 1985). Das gleiche ultrastrukturelle Bild zeigt sich bei Gebrauch 
anderer peripherer Nerven als dem Ischiasnerv für die Transplantation am 
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Nervus opticus und auch bei deren Verwendung als Interponat. Vier Wochen 
nach Platzierung eines Segments des Nervus saphenus als Interponat 
zwischen den beiden Enden des durchtrennten Sehnervs findet man zahlreiche, 
vitale, in einer Perineuralscheide gebündelt liegende Axone, die eine 
Markscheide aus peripherem Myelin haben und von Schwann-Zellen umgeben 
sind (SIEVERS et al. 1984). In elektronenmikroskopischen Untersuchungen 
eines PNT, das in der Umgebung des gequetschten Sehnervs vernäht wird, 
stellen sich von einer Basallamina umgebende, myelinisierte Fasern dar. 
Obwohl eine große Ähnlichkeit zum peripheren Myelinisierungsmuster zu 
erkennen ist, können auch beachtenswerte Unterschiede bezüglich der 
Schwannzellmorphologie festgestellt werden. In Transplantaten, die von 
retinalen Ganglienzellaxonen innerviert werden, zeigt sich eine relativ große 
Randzone im adaxonalen Schwannzellzytoplasma. In Transplantaten, die von 
Axonen des Nervus tibialis innerviert werden, kann solch eine Organisation des 
periaxonalen Schwannzellzytoplasmas nicht bemerkt werden (POLITIS und 
SPENCER 1986). Transplantiert man ein Segment des Sehnervs zwischen den 
proximalen und distalen Stumpf des durchtrennten Ischiasnervs, meiden die 
regenerierenden peripheren Nervenfasern den Sehnerv und wachsen, immer 
im Verband mit Schwann-Zellen, an der Außenseite des Transplantats entlang, 
bis sie den distalen Ischiasnerv erreichen. Inhibitorische Interaktionen zwischen 
Schwann-Zellen und Astrozyten werden als ursächlich vermutet, da sowohl 
Schwann-Zellen als auch regenerierende Neuriten in azelluläre 
Sehnerventransplantate einwachsen können (HALL und KENT 1987). Die 
Bedeutung der Schwann-Zellen für die neuronale Regeneration wurde bereits 
mehrfach erwähnt und wird durch diese und andere ultrastrukturelle 
Untersuchungen bekräftigt. Elektronenmikroskopische Aufnahmen, auch die der 
vorliegenden Arbeit, bestätigen die Annahme, dass Axone des ZNS in 
periphere Nerventransplantate einwachsen können und dort von Schwann-
Zellen myelinisiert werden, wobei das Myelinisierungsmuster fast vollständig 
dem normaler peripherer Nerven gleicht. 
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5.6 Immunhistochemische Charakterisierung der Langzeit-
stabilisierung  
 
5.6.1 Transmitterbiochemische Untersuchung der Retina 
 
Acetylcholin (ACh) ist ein Neurotransmitter, der hauptsächlich an der 
motorischen Endplatte im PNS vorkommt. Auch in retinalen Zellen konnte der 
Rezeptor für ACh nachgewiesen werden (VOGEL et al. 1976). Wenig später 
wurden ACh synthetisierende, retinale Neurone entdeckt und als amakrine 
Zellen identifiziert (HAYDEN et al. 1980). Aufgrund ihrer Morphologie nennt 
man sie cholinozeptive starburst Zellen (AMMERMÜLLER und WEILER 1981). 
Da ACh selbst kaum immunhistochemisch darstellbar ist, begann man damit, 
dessen biosynthetisches Enzym Cholinacetyltransferase (ChAT) in der Retina 
nachzuweisen (ECKENSTEIN und THOENEN 1982). Die ChAT-
Immunoreaktivität ist im Zytoplasma von Zellen der inneren Körnerschicht und 
der Ganglienzellschicht lokalisiert (KONDO et al. 1985). Zusätzlich sind zwei 
deutliche Banden in der inneren plexiformen Schicht zu erkennen, die durch die 
dendritische Anordnung der amakrinen Zellen hervorgerufen werden. Bislang 
haben mehrere immunhistochemische Studien belegt, dass ausschließlich die 
amakrinen Zellen der Retina ChAT exprimieren, nicht aber die RGZ. Ein 
Wandel dieser These leitete sich ein, als zwei verschiedene Spleißvarianten 
von ChAT identifiziert wurden. Während cChAT identisch zur im ZNS 
vorkommenden ChAT-mRNA ist, wird die zweite Variante, der sogenannte 
periphere Typ (pChAT), in Nervenzellen und Fasern des PNS vorgefunden 
(TOOYAMA und KIMURA 2000). In intakten Netzhäuten kann 
immunhistochemisch keine pChAT-Expression gezeigt werden. Nach 
intravitrealer Colchizininjektion oder nach einer Sehnervenverletzung ist eine 
Immunoreaktivität gegen pChAT in retinalen Ganglienzellen allerdings 
nachweisbar (YASUHARA et al. 2003). Nach direktem Kontakt der RGZ mit 
dem Kaumuskel konnte in der vorliegenden Arbeit bei einigen retinalen 
Ganglienzellen nach Inkubation mit dem gegen ChAT gerichteten Antikörper ein 
immunoreaktives Signal detektiert werden. In intakten Kontrollretinae stellten 
sich hingegen nur die amakrinen Zellen in der inneren Körnerschicht ChAT-
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positiv dar. Zusätzlich waren einige der ChAT-positiven Zellen in der 
Ganglienzellschicht lokalisiert, konnten aber immer dann von RGZ abgegrenzt 
und dem amakrinen Zelltyp zugeordnet werden, wenn keine Doppelfärbung mit 
dem ganglienzellspezifischen Antikörper Thy-1 vorlag. Wahrscheinlich kann 
durch Veränderung der extrinsischen Effekte auf die RGZ deren intrinsisches 
Potenzial beeinflusst werden. Durch Konfrontation der Axone der RGZ mit dem 
Muskelgewebe war in dieser Arbeit immunhistochemisch eine Änderung der 
Transmitterbiosynthese in den RGZ zu beobachten. 
 
Trotzdem ist weiterhin ungewiss, ob adulte RGZ nach einer Verbindung zum 
Muskelgewebe in der Lage sind, ihr intrinsisches Programm an das neue 
Zielgebiet anzupassen. Die brisante Frage nach einer möglichen 
Dedifferenzierung und Neuprogrammierung adulter zentral-nervöser Neurone 
bleibt noch ungeklärt, wird aber in einigen Studien näher beleuchtet. Nach der 
Durchtrennung eines peripheren Nervs können in den zugehörigen 
Hinterwurzelganglienzellen molekulare Veränderungen detektiert werden (XIAO 
et al. 2002). In einem Mausmodell wird der Einfluss einer veränderten okulären 
Umgebung auf die intrinsischen Eigenschaften retinaler Zellen untersucht 
(KABLAR 2003). Das genetisch bedingte Fehlen der extraokulären Muskulatur 
hat Auswirkungen auf den Anteil der unterschiedlichen retinalen Zelltypen an 
der Gesamtpopulation und auf deren intrinsische Funktionen. Bei Abwesenheit 
extraokulärer Muskeln ist die Anzahl amakriner Zellen erniedrigt, der Anteil der 
Vorläuferzellen für RGZ allerdings erhöht. Cholinerge retinale Zellen fehlen 
sogar gänzlich, so dass daraus zu schließen ist, dass die Anwesenheit 
cholinerger Neurone in der Netzhaut von den Einflüssen aus der extraokulären 
Muskulatur abhängig ist. Im Gegensatz zur Abwesenheit von extraokulären 
Muskeln könnte der direkte Kontakt der Ganglienzellaxone mit dem Musculus 
masseter, wie er in der vorliegenden Arbeit hergestellt wurde, das Vorkommen 
cholinerger Neurone erhöht haben. In einer weiteren Studie war es möglich, 
nach einer mit einer Linsenverletzung kombinierten Sehnervenquetschung 
Änderungen des Genexpressionsprofils in adulten RGZ zu induzieren, die mit 
Änderungen im regenerierenden PNS vergleichbar sind (FISCHER et al. 2004). 
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Angesichts der vorliegenden Ergebnisse sowie vorangegangener Studien bleibt 
festzuhalten, dass es möglich erscheint, das bereits festgelegte intrinsische 
Programm adulter Neurone durch Modifikation der extrinsischen Stimuli zu 
manipulieren und zu verändern. 
 
5.6.2 Immunhistochemische Identifizierung regenerierender Axone 
 
Der gegen β-III-Tubulin gerichtete Antikörper dient dem Nachweis von 
neuronalem Zytoskelett. MOSKOWITZ und OBLINGER (1995) berichteten, 
dass nach einer Quetschung des Ischianervs Menge und Anlieferungsrate von 
β-III-Tubulin in den regenerierenden Hinterwurzelganglienzellen des 
Rückenmarks ansteigen, wodurch das axonale Wachstum erleichtert ablaufen 
kann. Ähnliches kann auch am Modell der RGZ beobachtet werden. In 
regenerierenden, adulten, retinalen Ganglienzellaxonen ist β-III-Tubulin auf der 
gesamten Länge sowie in der C-Domäne der Wachstumskegel nachweisbar 
(AVWENAGHA et al. 2003). Stellt man den RGZ zur Regeneration ihrer Axone 
ein PNT zur Verfügung, steigen die langsamen axonalen Transportraten von β-
III-Tubulin und Neurofilament-200 um das Doppelte an (MCKERRACHER et al. 
1990a). β-III-Tubulin war sowohl sechs als auch neun Monate nach 
Transplantation auf der gesamten Länge des PNT immunhistochemisch 
darstellbar. Dies ist ein Indiz dafür, dass die Axone retinaler Ganglienzellen 
über lange Strecken regenerieren können und sie über einen langen Zeitraum 
hinweg im PNT stabil bleiben. Zusammenfassend darf gesagt werden, dass 
auch in adulten Neuronen des ZNS während Phasen aktiver axonaler 
Elongation wachstums-assoziierte Prozesse ablaufen, die, z. B. 
immunhistochemisch, dargestellt werden können. 
 
Das nervenzellspezifische Growth-Associated Protein-43 (GAP-43) ist ein 
intrazelluläres Phosphoprotein, das während neuronaler Wachstumsphasen 
(SKENE und WILLARD 1981) und in der Frühphase der Synaptogenese 
(MAHALIK et al. 1992) sowohl im PNS als auch im ZNS verstärkt exprimiert 
wird. Die große Rolle, die GAP-43 im Rahmen der Axogenese spielt, wird 
dadurch bekräftigt, dass eine Überexpression zu spontaner Formierung neuer 
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Synapsen und einem vermehrten Auswachsen von Axonen nach einer 
Verletzung führt (BENOWITZ und ROUTTENBERG 1997). Hingegen erweisen 
sich Nullmutationen des GAP-43-Gens infolge axonaler Wegfindungsstörungen 
innerhalb weniger Tage als letal (STRITTMATTER et al. 1995). Im Zuge der 
Ontogenese eines gesunden Tieres wird GAP-43 in den meisten Neuronen 
herunterreguliert (BENOWITZ und PERRONE-BIZZOZERO 1991, SKENE 
1989), was auf die fortschreitende strukturelle und funktionelle Reifung des 
Nervensystems hindeutet. In Kontrollretinae wird GAP-43 lediglich in der 
inneren plexiformen Schicht, in der Nervenfaserschicht sowie im Sehnerv 
angetroffen. Nach einer Verletzung oder Ischämie kann es allerdings re-
exprimiert werden (COBLENTZ et al. 2003) und wird nach einer Axotomie des 
Sehnervs sogar um das Siebenfache hochreguliert. Dabei ist GAP-43 vor allem 
in den Axonen der RGZ lokalisiert, befindet sich aber auch in einem Teil der 
Somata und Dendriten der RGZ (SOTO et al. 2003). Die axonale Lokalisation 
konnte in dieser Arbeit auch für retinale Ganglienzellaxone bestätigt werden, die 
in ein PNT hinein regenerierten. Im Zuge der Sehnervenregeneration bei Kröten 
wird GAP-43 gemeinsam mit anderen wachstums-assoziierten Polypeptiden 
schnell in die axonalen Wachstumskegel transportiert, um dort eine funktionelle 
Motilität und Orientierung während der Axogenese und Regeneration zu 
gewährleisten (SKENE und WILLARD 1981). Verglichen mit β-III-Tubulin und 
Neurofilament-200 erschien das Signal für GAP-43 im PNT zwar schwächer, 
war aber durchaus noch positiv zu bewerten. Beachtet man die Halbwertszeit 
von GAP-43, die zwei bis drei Tage beträgt (SKENE und WILLARD 1981), wird 
durch das detektierte immunhistochemische Signal im PNT deutlich, dass 
sechs bzw. neun Monate nach Transplantation noch aktive regenerative 
Prozesse im PNT abliefen. Es darf angenommen werden, dass nach einer 
Sehnervenverletzung von den RGZ ausgehendes axonales Wachstum und 
eventuell stattfindende Synaptogenese durch Verwendung eines PNT gefördert 
werden. Eventuelle, vom Zielgebiet abhängige Unterschiede in der Signalstärke 
wurden in dieser Arbeit nicht untersucht und können deswegen nicht bewertet 
werden. Eine Erweiterung der vorliegenden Arbeit wäre dahingehend 
interessant, ob höhere GAP-43-Expressionsraten vorliegen, wenn das PNT in 
Diskussion 
 106
Kontakt zu anatomischen Zielgebieten treten und neue Synapsen ausbilden 
kann und ob dementsprechend eine weniger starke Expression vorliegt, wenn 
das PNT blind endet oder neutrales Zielgewebe erreicht. 
 
Neurofilamente gehören zur großen Gruppe der Intermediärfilamente, die 
zusammen mit den Mikrotubuli und den Aktinfilamenten das Zytoskelett einer 
Zelle bilden. Durch Co-Polymerisation dreier Untereinheiten, NF-L, NF-M und 
NF-H, entstehen Neurofilamente. Sie machen einen Großteil der strukturellen 
Komponenten in myelinisierten Axonen aus und sind für die Ausbildung eines 
gewissen axonalen Kalibers und damit verbunden für die 
Nervenleitgeschwindigkeit essentiell (LEE und CLEVELAND 1996). Transgene 
Mäuse, in denen jeweils das Gen für eine der drei Untereinheiten ausgeschaltet 
ist, zeigen eine signifikant erniedrigte Nervenleitgeschwindigkeit (KRIZ et al. 
2000). Die immunhistochemische Signalstärke für NF-200 stellte sich in der 
vorliegenden Arbeit auf der gesamten Länge des transplantierten Ischiasnervs 
gleich dar. Am Ischiasnerv der Ratte wiesen SCHLAEPFER und BRUCE (1990) 
allerdings einen von proximal nach distal abnehmenden Gradienten für 
Neurofilamentproteine nach, der sich während der Entwicklung und Reifung des 
adulten axonalen Zytoskeletts manifestiert. Auch in der embryonalen 
Hühnchenretina kann ein sich während der Reifung veränderndes 
Expressionsmuster der Neurofilamente in neuronalen Zellkörpern und 
Zellfortsätzen beobachtet werden (TORELLI et al. 1989). Solche Änderungen 
spielen sich nicht nur im Laufe der Entwicklung ab, sondern auch nach 
Läsionen im ZNS. Die Tatsache, dass es nach einer traumatischen Hirnläsion 
zu einem signifikanten Abfall von NF-200 in hippokampalem und kortikalem 
Gewebe kommt, legt nahe, dass Verletzungen im ZNS von Änderungen der 
neuronalen Zytoskeletstruktur begleitet werden (POSMANTUR et al. 1994). 
Grundsätzlich ist die Antikörperreaktion gegen NF-200 eine geeignete Methode, 
um axonale Strukturen neuronaler Zellen zu identifizieren. Eine Aussage über 
das Regenerationspotenzial und die genaue Herkunft dieser Axone kann damit 
allerdings noch nicht getroffen werden. Aus diesem Grund wurde zusätzlich die 
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Durchtrennte Axone adulter retinaler Ganglienzellen (RGZ) können in periphere 
Nerventransplantate (PNT) einwachsen, die als “bypass” des distalen 
Sehnervenstumpfes verwendet werden. Das Transplantationsmodell, bei dem 
der durchtrennte Sehnerv durch ein Ischiasnervsegment ersetzt wird, ist in der 
Regenerationsforschung ein seit Jahren fest etabliertes Verfahren. 
 
In dieser Arbeit soll der Frage nachgegangen werden, ob a) der Ersatz des 
Sehnervs durch ein peripheres Nervensegment RGZ über einen langen 
Zeitraum hinweg morphologisch und funktionell stabilisiert, ob b) Unterschiede 
der Stabilisierung in Abhängigkeit von der Hirnregion, mit der das PNT in 
Kontakt tritt, zu beobachten sind und c) inwieweit regenerierende RGZ dadurch 
selbst peripher-nervöse Eigenschaften annehmen. 
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Der Sehnerv adulter Ratten wurde zunächst komplett intraorbital durchtrennt. 
Der okuläre Stumpf wurde über ein autologes Ischiasnervsegment mit 
verschiedenen visuellen Zentren (Kortex, Mittelhirn) oder mit 
Fremdzielgebieten (z. B. Muskel) verbunden. Weitere Kontrollgruppen 
bestanden in der Quetschung des Sehnervs, der Durchtrennung ohne 
Transplantation und der Transplantation mit blind endendem Transplantat. Die 
Netzhautintegrität wurde pupillometrisch und elektroretinographisch regelmäßig 
überprüft, um eine eventuelle, funktionelle Wiederherstellung der visuellen 
Bahn zu erfassen. Nach einem, sechs und neun Monaten wurden die 
regenerierenden bzw. axotomierten oder gequetschten RGZ mit 4-(4-
(didecylamino)styryl)-N-methylpyridinium (4-Di-10-ASP) retrograd markiert und 
morphometrisch quantifiziert (Fluoreszenz-, Konfokal- und 
Elektronenmikroskopie sowie Differentialinterferenzkontrast). Zusätzlich 
wurden immunhistochemische und anterograde Markierungsuntersuchungen 
durchgeführt. 
 
Regenerierende Ganglienzellen bleiben bis neun Monate nach der 
Transplantation am Nervus opticus stabil. Es gibt quantitative sowie 
morphometrisch erfassbare Unterschiede zwischen den experimentellen 
Gruppen und den Kontrollen, wobei die wieder verbundenen Ganglienzellen 
morphologisch am besten zu klassifizieren sind. Quantitativ zeigen die Retinae 
mit gequetschtem Sehnerv nach sechs Monaten die höchste Überlebensrate 
der RGZ. Die Effektivität dieses Verfahrens als Modell der zentralen 
Nervenläsion darf in Folge dieser Ergebnisse in Frage gestellt werden. Nach 
neun Monaten sind in den Retinae mit Rekonnektion zum Mittelhirn die meisten 
Ganglienzellen vorhanden. Elektrophysiologisch zeigen die Augen mit 
Verbindung zum Muskelgewebe die besten funktionellen Ergebnisse. 
 
Schlussfolgernd zeigt sich, dass adulte RGZ der Ratte über ein peripher-
nervöses Transplantat, welches mit visuellen Zentren in Verbindung steht, über 
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Adult retinal ganglion cells (RGCs) can regenerate their cut axons within 
peripheral nerve grafts in order to “bypass” the distal optic nerve stump. This 
model of peripheral nerve transplantation to the cut optic nerve is a well-
established procedure in the research of regeneration. 
 
This work deals with a) the morphological and functional aspects of longterm-
stabilization of RGCs by guiding their regenerating axons into different 
termination areas, b) the target-dependant differences in stabilization and c) the 
ability of RGCs to adopt the characteristics of peripheral neurons. 
 
The optic nerve of adult rats was completely cut intraorbitally and its ocular 
stump was connected with different visual target areas (cortex, midbrain) or 
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with non-visual areas (e. g. muscle) using an autologous sciatic nerve segment. 
Further controls were groups with optic nerve crush, only cut without graft and 
blind ending grafts. The function of the retina was examined regularly with 
electroretinogramm. The pupillary constriction on light illumination was also 
tested at regular intervals, in order to assess potential functional restauration of 
the visual pathway. One, six and nine months postsurgery, regenerating or only 
axotomized or crushed RGCs were labelled retrogradely with 4-(4-
(didecylamino)styryl)-N-methylpyridinium (4-Di-10-ASP) and quantified 
morphometrically (fluorescence, confocal laser and electron microscopy, 
differential interference contrast). Immunohistochemical and anterograde 
staining was applied as well. 
 
Regenerating ganglion cells remain stable up to nine months after grafting at 
the optic nerve. There are quantitatively and morphometrically assessable 
differences between the experimental groups and the controls, with 
reconnected cells to become best type-specifically stabilized. The retinas with 
crushed optic nerve show the highest survival rate of ganglion cells six months 
postsurgery. The effectiveness of this surgery as a model for optic nerve lesion 
may be challenged according to these results. Nine months postsurgery, most 
of the ganglion cells survived in the retinas with reconnection to the midbrain. 
Electrophysiologically eyes with connection to the muscle show best functional 
outcome. 
 
Summarizing, these results indicate that RGCs of adult rats can be 
reconnected with visual centres using a peripheral nerve “bypass” and that this 
reconnection is able to stabilize the cells at morphological and functional levels 
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